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ZUSAMMENFASSUNG 
 
Funktion des Transkriptionsfaktors SOX2 in Glioblastomen 
Catharina Collet 
 
Gliome sind die häufigsten primären Hirntumore des Menschen, deren Prognose aufgrund 
inadäquater Therapiemöglichkeiten trotz zahlreicher Forschungsfortschritte immer noch 
sehr ungünstig ist. In den letzten Jahren wurde die Hirntumorstammzell-Hypothese aufge-
stellt, welche die Existenz einer Subpopulation an Tumor-initiierenden, Stammzell-
ähnlichen Zellen innerhalb der heterogenen Tumormasse postuliert. Die Identifizierung 
und Charakterisierung dieser Zellfraktion ist von großem Interesse zum Verständnis der 
Tumorbiologie sowie zur Entwicklung effektiverer Therapiestrategien. 
Der Transkriptionsfaktor SOX2 ist während der Neurogenese für die Beibehaltung des 
Stammzell-Status verantwortlich und wird in Gliomen häufig überexprimiert. Die Aufklä-
rung seiner Funktion in Gliomen ist daher von großem Interesse. 
In vorliegender Arbeit wurden verschiedene Funktionen des SOX2 mittels vergleichender 
Studien in den etablierten humanen Glioblastom-Zelllinien U373MG und U87MG nach 
einem shRNA-induzierten SOX2-Knockdown bzw. einer durch rekombinante DNA gene-
rierten SOX2-Überexpression untersucht. Zudem wurde der SOX2-Expressionsstatus in 
der für zukünftige in vivo-Versuche geeignete Rattengliom-Zelllinie C6TL bestimmt. 
Es konnte gezeigt werden, dass SOX2 funktionelle Effekte im Sinne eines stimulierenden 
Einflusses auf Proliferations- und Koloniebildungseigenschaften der untersuchten Tumor-
zellen hat. Außerdem konnten Downstream-Effekte des SOX2 auf NOTCH1 sowie GFAP 
nachgewiesen werden. In der C6TL-Zelllinie wurde eine SOX2-Expression nachgewiesen, 
sodass im Rahmen folgender in vivo-Versuche ein SOX2-Knockdown sinnvoll erscheint. 
Tag der mündlichen Prüfung: 24.10.2012
Abkürzungen und Definitionen 
Abb.    Abbildung 
AEG    anophthalmia-esophageal-genital syndrome 
AK    Antikörper 
bp    Basenpaar 
BMI1*    B lymphoma Mo-MLV insertion region 1 
BSA    Rinderserumalbumin (bovine serum albumin) 
BTSC    brain tumor stem cell (engl. Hirntumorstammzelle) 
bzw.    beziehungsweise 
cCT    kranielle Computertomographie 
cDNA    complementary DNA (komplementäre DNA) 
CD133*   Prominin 1 
cMRT    kranielle Magnetresonanztomographie 
C-MYC*   myelocytomatosis oncogene 
DNA    Desoxy-Ribonukleinsäure 
dNTP    Desoxy-Nukleotid 
EDTA    Ethyldiaminetetraacetat 
engl.    englisch 
EtOH    Ethanol 
FACS    fluorescence activated cell sorting 
FGF4*   fibroblast growth factor 4 
FKS    fötales Kälberserum 
g    Gramm 
GAPDH   Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase 
GBM    Glioblastoma multiforme 
GFAP*   Glial Fibrillary Acid Protein 
h    Stunde(n) 
HMG box   high-mobility-group box 
H2O    Wasser 
kb    Kilobasen 
kDa    Kilodalton 
min.    Minute(n) 
MOPS   3-Morpholino-1-Propansulfonsäure 
mRNA   Boten-RNA (messenger RNA) 
MSI1*    MUSASHI Homolog 1 
NANOG*   NANOG Homeobox 
OCT3/4*   Octamer binding protein 3/4 
OD    optische Dichte 
PAGE    Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PBS    Phosphat-gepufferte Salzlösung 
PCR    Polymerase-Ketten-Reaktion 
ref. in    referiert in 
RNA    Ribonukleinsäure 
RNase   Ribonuklease A 
Rpm    Umdrehungen/Minute (rotations per minute) 
RT    Raumtemperatur 
RT-PCR    Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion 
s.     siehe 
sek.     Sekunde (n) 
SDS    Natriumlaurylsufat (sodium dodecyl sulfate) 
shRNA   short hairpin RNA 
SOX2*   SRY-related HMG (high-mobility-group)-box 2 
SRY*    sex determining region Y 
Tab.    Tabelle 
TEMED   N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin 
Tris    Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
U    units [Enzymeinheit(en)] 
ü.N.    über Nacht 
V    Volt 
vgl.    vergleiche 
vs.    versus 
v/v    volume to volume (Volumen/Volumen) 
w/v    weight to volume (Gewicht/Volumen) 
WHO    World Health Organisation 
z.B.    zum Beispiel 
ZNS    Zentrales Nervensystem 
 
* bei Erwähnung des entsprechenden Gens werden die Genabkürzungen nach 
den HUGO Gene Nomenclature Committee–Guidelines 
(www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature/guidelines.html) in kursiv dargestellt.  
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1. Einleitung 
1.1. Tumore des Zentralen Nervensystems (ZNS) 
Tumore des ZNS stehen mit einem Anteil von 2-3% aller malignen Tumoren 
des erwachsenen Menschen an unterer Stelle der Gesamtstatistiken von 
Krebserkrankungen. Bei Kindern dagegen stellen sie nach den Leukämien die 
zweithäufigste Tumorentität dar (48). Zwischen im Kindes- und Erwachsenenal-
ter auftretenden Hirntumoren bestehen hinsichtlich vorherrschenden Entitäten, 
Therapien und Prognosen teilweise große Unterschiede; im Weiteren soll es um 
die Hirntumoren des Erwachsenen gehen. 
Grundsätzlich unterscheidet man zwischen primären und sekundären Hirntumo-
ren, wobei sich erstgenannte direkt aus den verschiedenen Geweben des ZNS 
entwickeln. Sekundäre Neoplasien entstehen durch die Aussaat von Tumorzel-
len, die von einem Tumor außerhalb des ZNS stammen; solche Metastasierun-
gen sind vor allem bei Primärtumoren wie Mamma- und Bronchialkarzinomen 
beschrieben (39). 
Die verschiedenen Tumorentitäten des ZNS werden anhand der international 
anerkannten WHO-Klassifikation eingeteilt. Diese orientiert sich an histologi-
schen, immunhistochemischen sowie genetischen Kriterien unter Einbezug epi-
demiologischer und klinischer Gesichtspunkte, wie beispielsweise Symptome 
und Risikofaktoren des Patienten sowie Ergebnisse des neuroradiologischen 
Befundes (55). 
 
1.1.1. Neuroepitheliale Tumore des ZNS 
Mehr als 70% der primären Hirntumore des Erwachsenen sind 
neuroepithelialen Ursprungs. Sie gehen von den Stützzellen des ZNS, den so-
genannten Gliazellen, aus und werden dementsprechend als Gliome bezeich-
net. Im ZNS existieren verschiedene Gliazelltypen – Astrozyten, 
Oligodendrozyten, Ependymzellen und Zellen des Plexus choroideus – sodass 
die Gliome weiterhin in Astrozytome, Oligodendrogliome, Mischformen (Oli-
goastrozytome) und Ependymome untergruppiert werden (s. Tab. 1.1) (66). Un-
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ter den Gliomen wird die größte Gruppe von den Astrozytomen gebildet, auf 
welche im Folgenden näher eingegangen wird. 
Die Einteilung der Hirntumore nach ihrer Dignität (engl. Grading) erfolgt anhand 
histologischer Kriterien (mitotische Aktivität, Kernatypien, Nekrosen, pathologi-
sche Gefäßproliferation) (17). Da Gliome im Gegensatz zu anderen soliden 
Tumoren sehr selten außerhalb des ZNS metastasieren, stellt das Grading – 
neben Faktoren wie beispielsweise Lokalisation des Tumors, Alter und Allge-
meinzustand des Patienten – den wichtigsten prognostischen Faktor dar (58). 
Die WHO-Klassifikation sieht eine vierstufige Einteilung vor, wobei die Maligni-
tät von Grad I nach IV zunimmt (vgl. Tab. 1.1). 
 Grad I Grad II Grad III Grad IV 
Astrozytome 
(A.) 
Subependymales 
Riesenzell-A. 
Pilomyxoides A. Anaplastisches A. Glioblastom 
 
Pilozytisches A. 
Diffuses A. Riesenzell-
Glioblastom 
Pleomorphes A.  
Gliosarkom 
Oligodendro-
gliome (Od.) 
 Oligodendrogliom Anaplastisches Od.  
Oligoastro-
zytome (Oa.) 
 Oligoastrozytom Anaplastisches Oa.  
Ependymome 
(E.) 
Subependymom Ependymom Anaplastisches E.  
 
Myxopapilläres E. 
Tabelle 1.1: WHO-Klassifikation neuroepithelial differenzierter Tumore. 
Modifiziert nach (55). 
Astrozytome des WHO-Grad I gelten prinzipiell als benigne: sie zeichnen sich 
durch ein relativ langsames, umschriebenes Wachstum aus und lassen sich in 
der Regel komplett resezieren – Ausnahmen bilden Tumore in nicht-
zugänglichen Regionen des ZNS, die somit aus technischen Gründen inopera-
bel sind. Dies bedingt eine insgesamt günstige Prognose mit rezidivfreien post-
operativen 10-Jahres-Überlebensraten von 96% (67). 
Tumoren des WHO-Grad II sind ebenfalls gut differenziert und langsam-
wachsend, rezidivieren allerdings häufiger und zeigen oft eine Progression hin 
zu höhergradigen Tumoren der Grade III oder sogar IV (42). 
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Die niedergradigen Tumoren der WHO-Grade I und II treten vor allem bei Kin-
dern und jungen Erwachsenen auf (medianes Alter bei Diagnosestellung je 
nach Entität 17.-20.  Lebensjahr) (66). 
Höhergradige Astrozytome (WHO-Grad III und IV) sind meist supratentoriell 
lokalisiert (36), haben ihre Häufigkeitsgipfel im älteren Erwachsenenalter (Grad 
III: 40.-50., Grad IV: 45.-70.Lebensjahr (15)) und sind mit wesentlich schlechte-
ren Prognosen verbunden. So beträgt das mediane Überleben bei Grad III-
Tumoren lediglich 2-3 Jahre. Die Prognose von Grad IV-Tumoren muss nach 
der Art des Tumors differenziert werden: Glioblastom-Patienten versterben 
meist innerhalb eines Jahres, während an anderen Grad IV-Tumoren Erkrankte 
oftmals günstigere Prognosen aufweisen. Beispielsweise sind für Medulloblas-
tom-Patienten 5-Jahres-Überlebensraten von 60-80% nach kombinierter Strah-
len- und Chemotherapie bekannt. Dieser Unterschied kommt einerseits durch 
die verschiedene Verfügbarkeit effektiver Therapien zustande – für das Glio-
blastom existieren derzeit leider nur wenige erfolgversprechende Therapiestra-
tegien (55). Die verheerende Prognose ist außerdem zu großen Teilen durch 
das charakteristische Wachstum dieser Tumore bedingt: die diffus-infiltrierende 
Invasion der Tumorzellen weit in umliegendes gesundes Hirnparenchym hinein 
erschwert eine komplette chirurgische Resektion bzw. macht sie unmöglich. 
Dies führt unweigerlich zu der extrem hohen Rezidivrate (66). 
 
1.1.1.1. Glioblastoma multiforme 
Das Glioblastoma multiforme ist der häufigste primäre Hirntumor des Erwach-
senen mit einem Altersgipfel um das 60. Lebensjahr (58,66,67).  
Histomorphologisch zeigen diese Tumore dem Namen entsprechend ein zell-
reiches, pleomorphes Spektrum: neben Riesenzellen finden sich Mitosen, Tu-
mornekrosen mit umgebenden Pseudopalisaden und proliferierendes Endothel 
(15,36). 
Man unterscheidet zwischen den häufigeren primären und den sekundären 
Glioblastomen. Erstere, auch als de-novo-Glioblastome bezeichnet, entstehen 
aus gesundem Hirngewebe. Die betroffenen Patienten weisen bei einem ra-
SOX2 in Glioblastomen │4 
 
schen Krankheitsverlauf (meist weniger als 3 Monate) in der Regel weder klini-
sche Frühsymptome noch radiologisch oder morphologisch fassbare Verände-
rungen im Sinne einer weniger malignen Vorläuferläsion auf (15,36). 
Im Gegensatz dazu entwickeln sich sekundäre Glioblastome im Rahmen einer 
Tumorprogression von niedergradigen Astrozytomen ausgehend – 70% der 
Grad II-Gliome progredieren innerhalb von 5-10 Jahren nach Diagnosestellung 
zu einem Grad III bzw. -IV-Tumor. Die Patienten sind in der Regel jünger (me-
dianes Erkrankungsalter 40 Jahre) und der Krankheitsverlauf ist protrahierter 
(36,58). 
Eine Reihe von zyto- und molekulargenetischen Veränderungen sind als für die 
Genese dieser beiden Formen des Glioblastoma multiforme (mit-) verantwort-
lich beschrieben worden. Zwar zeigen primäre im Vergleich zu sekundären 
Glioblastomen Mutationen verschiedener Gene, in beiden Fällen werden hier-
durch aber in der Konsequenz dieselben zellulären Signaltransduktionen beein-
flusst – nämlich vor allem die p53-, Rb1- und Pi3-Kinase/Akt-Signalwege sowie 
bestimmte Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren (9,36,43). 
Das klinische Bild imponiert mit eher unspezifischen Symptomen wie Kopf-
schmerzen, Übelkeit und Erbrechen, fokalen oder generalisierten Krampfanfäl-
len, neurologischen Herdsymptomen, Papillenödem oder anderen Zeichen ei-
nes erhöhten intrakraniellen Drucks, aber auch psychischen Auffälligkeiten wie 
Persönlichkeitsveränderungen (7,36). 
Bildmorphologisch (in der kraniellen Computertomographie (cCT) oder Magnet-
resonanztomographie (cMRT)) stellt sich das Glioblastom typischerweise als 
Läsion mit zentraler Nekrose, girlandenförmigem randständigem Kontrastmittel-
Enhancement und ausgeprägtem perifokalen Ödem dar (36). 
Eine bedeutende Rolle kommt der neuropathologischen Diagnostik zu – zum 
Einen müssen differentialdiagnostisch Metastasen und andere maligne primäre 
Hirntumoren, aber auch nichttumoröse Raumforderungen wie Abszesse oder 
posttraumatische Veränderungen ausgeschlossen werden; zum Anderen ist die 
histomorphologische Beurteilung Voraussetzung für die Erstellung eines sinn-
vollen Therapiekonzepts (7). 
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Therapeutisch stellt das Glioblastom weiterhin eine große Herausforderung dar; 
ein suffizientes Therapieschema konnte bisher nicht erarbeitet werden. Die 
Standardtherapie des Glioblastoms besteht zurzeit in der neurochirurgischen 
Resektion gefolgt von einer adjuvanten Radiochemotherapie. Ergänzend exis-
tieren verschiedene Studienprotokolle, in deren Rahmen Verfahren zur Migra-
tions-, Invasions-, und Angiogenesehemmung sowie zur Immuntherapie der 
klinisch-experimentellen Kontrolle unterzogen werden (7). Dabei muss berück-
sichtigt werden, dass die oben erläuterten Subtypen des Glioblastoms unter 
anderem aufgrund der verschiedenen genetischen Aberrationen auf unter-
schiedliche Therapien ansprechen. Dieser Sachverhalt verdeutlicht nochmals 
die Bedeutung der weiteren Erforschung der Genetik der Glioblastome (100). 
 
1.2. Tumorstammzell-Hypothese 
1.2.1. Neurale Stammzellen im adulten ZNS 
Eine Stammzelle ist eine multipotente unspezialisierte Zelle, welche sich im 
Wesentlichen durch die Fähigkeiten auszeichnet, sich erstens im Rahmen einer 
Zellteilung selbst erneuern sowie zweitens in reifere Nachkommen differenzie-
ren zu können. Dabei resultiert eine symmetrische Teilung in der Bildung gene-
tisch identischer Tochterzellen. Die bei einer asymmetrischen Teilung entste-
henden Zellen unterscheiden sich dagegen in ihrem Geno- und damit auch 
Phänotyp. In diesem Rahmen können Stammzellen weiter in sogenannte Pro-
genitorzellen differenzieren. Diese besitzen eine eingeschränktere Differenzie-
rungsfähigkeit (Pluripotenz) und differenzieren durch weitere Prozesse zu einer 
reifen Zelle (s. Abb. 1.1). Auf diese Weise sind Stammzellen an Bildung, Erhalt 
und Regeneration verschiedener Gewebe beteiligt (86). 
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Solche Vorgänge finden auch im ZNS statt und werden dort Neurogenese ge-
nannt. Man versteht darunter einen Prozess, bei dem neurale Stammzellen in 
die drei reifen Hauptzelltypen des ZNS – nämlich Neurone, Astrozyten und 
Oligodendrozyten – differenzieren (68) (s. Abb. 1.2). 
 
Lange Zeit war man davon ausgegangen, dass die Neurogenese  bei Säugern 
pränatal abgeschlossen sei. Seit den 1960er Jahren lieferten tierexperimentelle 
Forschungen Ergebnisse, welche dieses Dogma in Frage stellten (2,29,81). 
1998 gelang dann erstmals die Isolierung einer Zellpopulation mit Stammzell-
ähnlichen Eigenschaften aus dem humanen Gehirn (23,26,101). Weitere For-
schung ergab, dass die adulte Neurogenese sich vorwiegend in zwei Regionen 
des Gehirns abspielt, nämlich in der Subventrikularzone der lateralen Ventrikel 
sowie im Hippokampus (20). Die neuralen adulten Stammzellen der 
Subventrikularzone konnten als eine Population GFAP-positiver Astrozyten 
identifiziert werden (3,49). 
Offenbar ist die Neurogenese im adulten ZNS einer hierarchischen Regulation 
unterworfen: die multipotenten Stammzellen sind ortsständig und generieren 
Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der 
Stammzellteilung. 
(1): Symmetrische Teilung in zwei identische 
Nachkommen. 
(2): Asymmetrische Teilung in eine multipotente 
Stammzelle und eine weiter differenzierte 
pluripotente Progenitorzelle. 
(3): Differenzierung der Progenitorzelle in einen 
reifen Zelltyp. 
Aus (86). 
Abbildung 1.2: Neurogenese. 
Neurale Stammzellen generieren neu-
rale (NP) und gliale Progenitor-Zellen 
(GP); erstere differenzieren in Neurone, 
letzere in Astrozyten und 
Oligodendrozyten. 
Aus (68). 
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pluripotente Progenitorzellen. Diese wiederum generieren Neuroblasten, welche 
lediglich zur neuronalen Differenzierung befähigt sind und über verschiedene 
Wege und Mechanismen in kortikale Areale des ZNS migrieren, wo sie in neue 
Interneurone differenzieren (s. Abb. 1.2 und 1.3) (105). 
 
 
 
 
 
 
 
_____________________________________________________________________ 
Abbildung 1.3: Modell der adulten Neurogenese im schematischen Sagittal-Schnitt 
durch den lateralen Ventrikel mit Darstellung der Subventrikularzone (SVZ).   
Ortständige multipotente Stammzellen generieren ebenfalls ortständige Progenitorzel-
len, diese wiederum zum Bulbus olfactorius migrierende Neuroblasten, welche schließ-
lich in neue Interneurone differenzieren. Modifiziert nach (105). 
Die Identifizierung und Isolierung neuraler Stammzellen ist mit der Bestimmung 
verschiedener spezifischer Markerproteine wie CD133, NESTIN, BMI1, MSI1 
und auch SOX2 (34,53,91,102,116,117) wesentlich simplifiziert worden. Mit 
dem transmembranösen Glykoprotein CD133 ist ein Marker bekannt, der die 
Identifizierung der Stammzellfraktion mittels FACS (fluorescence activated cell 
sorting)-Analyse erlaubt – alle anderen aufgeführten Marker liegen intrazellulär 
vor und sind daher mittels dieser Methode nicht bestimmbar. 
 
1.2.2. Hirntumore und Tumorstammzellhypothese 
In der Forschung existieren verschiedene Modellvorstellungen zur Tumorgene-
se. Dabei wird meist davon ausgegangen, dass durch eine Reihe genetischer 
Mutationen eine Ursprungszelle mit Tumor-initiierendem Potential entsteht. Die-
ser Typus wird als Tumorstammzelle bezeichnet (77) und zeichnet sich durch 
folgende Fähigkeiten aus: Selbsterneuerung, Multipotenz und Tumor-Initiierung  
Stammzelle 
Progenitorzelle 
Neuroblast 
Migrierendes Neuron 
 
Neue Interneurone 
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nach orthotoper Transplantation (105). Die Existenz solcher Tumorstammzellen 
wurde zunächst bei hämato-onkologischen Erkrankungen wie der Leukämie 
und dem Multiplen Myelom nachgewiesen, im weiteren Verlauf auch für solide 
Tumoren wie Mamma-Karzinome (1,10,60). 
Ausgehend von der in Kapitel 1.2.1. erläuterten Erkenntnis, dass auch im adul-
ten Hirn neurale Stammzellen existieren, wurde die Tumorstammzell-Hypothese 
auch für Hirntumore aufgestellt. 
Validiert wird diese Hypothese durch verschiedene Erkenntnisse. So weisen 
Regulationsmechanismen der Selbsterneuerung neuraler adulter Stammzellen 
verblüffende funktionelle und genetische Parallelen zu der Tumorbiologie ma-
ligner Gliome auf (16,69,109). Außerdem konnte in der putativen Tumorstamm-
zellpopulation eine Expression Stammzell-spezifischer Markerproteine nachge-
wiesen werden. Darüber hinaus scheint eine vermehrte Stammzellmarker-
Expression negativ mit der Prognose des jeweiligen Tumors zu korrelieren 
(34,53,57,91,102,116,117). 
Mittels der Tumorstammzellhypothese lässt sich auch die histomorphologische 
Vielfalt der Gliome einleuchtend erklären. Ein Nebeneinander von Zellen ver-
schiedener Reifungsgrade und Differenzierungslinien ist keine Seltenheit, son-
dern im Gegenteil sehr charakteristisch für Gliome im Allgemeinen und im Be-
sonderen für das Glioblastom. Mit den Oligoastrozytomen existiert sogar eine 
von der WHO international klassifizierte Untergruppe der Gliome, dessen Diag-
nosestellung das Vorliegen verschieden differenzierter neuronaler Zellen zwin-
gend voraussetzt. Eine multipotente Tumorstammzelle mit der Fähigkeit, Nach-
kommen verschiedener neuronaler Zelllinien zu generieren, ist als Ursprungs-
zelle eines solchen Tumors sehr gut denkbar (58,92). 
Zur Entstehung eines solchen Zelltypus existieren zurzeit mehrere Modellvor-
stellungen. So könnte eine Hirntumorstammzelle theoretisch sowohl aus einer 
neuralen adulten Stammzelle, als auch aus einer Progenitorzelle oder aber im 
Rahmen einer De-Differenzierung aus einer reifen neuralen Zelle entstehen. Als 
De-Differenzierung wird ein Prozess bezeichnet, bei dem sich eine genetisch 
determinierte Zelle in einen weniger spezialisierten Status „zurück“-entwickelt 
(s. Abb. 1.4). 
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Die Tumorstammzell-Hypothese betrachtet die Tumorgenese also als eine Art 
unregulierte Selbsterneuerung, welche von multipotenten Tumorstammzellen 
ausgeht (92). Unabhängig von ihrem Anteil an der Gesamtmasse des Tumors 
(zwischen <1% bis 40% (91)) muss diese Subpopulation im Rahmen einer er-
folgreichen Therapie eliminiert werden – denn andernfalls sorgten die überle-
benden Stammzellen immer wieder für erneutes Tumorwachstum. 
Man hat festgestellt, dass mit steigender Anzahl von Tumorstammzellen an der 
Gesamtmasse die Malignität des jeweiligen Tumors zunimmt. Diese Korrelation 
könnte zum Teil daher rühren, dass die Tumorstammzellen aufgrund ihrer 
Langlebigkeit geradezu prädisponiert für die Akkumulation weiterer Malignitäts-
fördernder genetischer Mutationen sind (91,92). 
Die Charakterisierung und genauere Erforschung der Tumorstammzell-
Population verspricht ein besseres Verständnis der Tumorbiologie und eröffnet 
gleichzeitig die Möglichkeiten zur Entwicklung effektiverer Therapiestrategien. 
Neben den unter Kapitel 1.2.1 erläuterten Verfahren zur Identifizierung einer 
Stammzellfraktion innerhalb einer Zellpopulation kommt bei Tumorzellverbän-
den auch die Bestimmung der Potenz zur Tumorsphäroidbildung in vitro zum 
Einsatz. 
 
  
Abbildung 1.4: Vorstellungen zur Ent-
stehung einer Hirntumorstammzelle. 
Links: normale Neurogenese (s. auch 
Abb. 1.2). 
Rechts: verschiedene genetische Aberra-
tionen in neuralen Stammzellen, Progeni-
torzellen oder differenzierten Zellen re-
sultieren in der Formation einer Hirntu-
morstammzelle (engl. brain tunor stem 
cell, BTSC), welche mittels ihrer spezifi-
schen Eigenschaften eine heterogene 
Tumormasse kreiert. Aus (92). 
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1.3. SRY-related high-mobility-group box (SOX) transcription factors 
Die Differenzierung von Zellen ist ein Prozess, der im Zusammenspiel einer 
Vielzahl von Transkriptionsfaktoren reguliert wird. Die Familie der SOX-Proteine 
ist eine heterogene Gruppe solcher aktivierend und/oder reprimierend wirken-
der Faktoren. Gemeinsames Merkmal ist das Vorhandensein einer DNA-
bindenden hochkonservierten high-mobility-group box (HMG box) Domäne, be-
stehend aus 79 Aminosäuren, welche erstmalig in dem y-chromosomalen Gen 
SRY (sex determining region Y) identifiziert wurde. Zum jetzigen Zeitpunkt sind 
mehr als 20 für diese Transkriptionsfaktoren kodierende Gene sowohl in der 
Maus als auch im Menschen bekannt. Dabei werden gewebespezifische Ex-
pressionsmuster beobachtet. SOX-Proteine werden in acht Gruppen von A bis 
H eingeteilt (51). 
 
1.3.1. Molekulare Grundlagen 
Über die HMG box-Domäne binden SOX-Proteine mit geringer Sequenzspezifi-
tät die DNA. Im Gegensatz zu den meisten anderen DNA-bindenden Proteinen, 
welche an der großen Furche der Doppelhelix binden und nur eine geringe 
Konformitätsänderung zur Folge haben, binden SOX-Proteine an die kleine 
Furche und lösen dadurch eine deutliche Veränderung der Raumstruktur der 
DNA aus (engl. bending), bei der die Doppelhelix in einem Winkel von 30 bis 
110° gebogen wird (s. Abb. 1.6). Dies vereinfacht bzw. erlaubt die Bindung wei-
terer Transkriptionsfaktoren an die große Furche der DNA und ist damit für die 
regelrechte Funktion des SOX-Proteins essentiell (87). 
Auch die Affinität der SOX-Proteine zur DNA ist geringer als bei anderen be-
kannten Transkriptionsfaktoren. Erhöht werden kann sie durch spezifische 
Wechselwirkungen mit einem oder mehreren Bindungspartnern.  Abhängig vom 
jeweiligen Partner kann dasselbe SOX-Protein dann auch als Transkriptionsfak-
tor verschiedener Gene dienen (38). 
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Die meisten SOX-Proteine besitzen also zur Interaktion mit Bindungspartnern 
weitere funktionelle Domänen, welche innerhalb der einzelnen Familien eben-
falls hochkonserviert sind – zwischen den Familien existieren jedoch teilweise 
große Unterschiede (s. Abb. 1.7) (51). 
_____________________________________________________________________
Abbildung 1.7: Molekulare Wirkmechanismen von SOX-Proteinen. 
Die DNA-bindende HMG-box-Domäne ist L-förmig dargestellt, mit weiteren funktionel-
len Domänen am N- und C-Terminus. 
Links: Etwa die Hälfte der SOX-Proteine (Gruppen A, B1, C, E, F, H) agiert als aktivie-
rende Transkriptionsfaktoren. Eine an ihrem C-Terminus befindliche Domäne (TA 
[transactivation]) interagiert mit einem aktivierenden Co-Faktor (co-activator). Dieser 
interagiert mit der Transkriptions-Maschinerie (TBP [TATA-bindendes Protein] und 
TAFs [TBP-assoziierte Faktoren]). Die Polymerase II (Pol II) transkribiert die DNA in 
RNA. 
Mitte: Andere SOX-Proteine (der Gruppen B2, G, D) wirken reprimierend. Ihre C-
terminale Domäne (TR [transrepression]) interagiert mit einem reprimierenden Co-
Faktor (co-repressor) und blockiert so die Transkription. 
Rechts: Einige SOX-Proteine (der Gruppen A und D) entfalten ihre Wirkung über die 
Organisation von verschiedenen Bindungspartnern, ohne direkten Kontakt mit Co-
Faktoren. Einige SOX-Proteine (der Gruppen E und D) bilden Homodimere über eine 
spezifische N-terminale Domäne (D).  
Aus (51). 
 
  
Abbildung 1.6: SOX-DNA-Bindung. 
Die HMG box-Domäne, welche aus drei L-
förmig konfigurierten α-Helices besteht (1, 2, 3), 
bindet an die kleine Furche der DNA, welche 
dadurch in einem Winkel von 30-110° aufge-
klappt wird (hier sind zwei die DNA in gegen-
sätzlicher Richtung bindende HMG-box-
Domänen abgebildet). N=N-Terminus, C=C-
Terminus. Aus (51). 
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1.3.2. Funktionen von SOX-Proteinen 
Für die Gruppe der SOX-Transkriptionsfaktoren ist eine Fülle an Funktionen in 
den verschiedensten Prozessen des Organismus beschrieben – beispielsweise 
während der Hämatopoese, Kardiogenese, Angiogenese und Neurogenese. 
Sehr gut untersucht sind die Funktionen von SOX-Genen der B1-Familie wäh-
rend der Neurogenese (s. Kapitel 1.3.3.). Die gliale Differenzierung im zentralen 
sowie im peripheren Nervensystem wird dagegen von SOXE- und SOXD-
Genen reguliert (52,95-97,110). Prinzipiell spielen Mitglieder der B1-Familie 
meist eine regulierende Rolle in Stammzellen, während solche der Gruppen A, 
C, E und F in späteren Entwicklungsstadien die frühe Differenzierung kontrollie-
ren. SOXD-Gene sind häufig an den letzten Schritten von Differenzierungspro-
zessen beteiligt (51). 
Dysfunktionen der SOX-Proteine während der Embryogenese ziehen häufig 
schwerwiegende Folgen nach sich: so ist eine heterozygote Mutation des 
SOX10 mit dem Waardenberg-Syndrom, welches durch Innenohrschwerhörig-
keit und Pigmentstörungen gekennzeichnet ist, und dem Morbus Hirschsprung, 
einer Aganglionose der Darmwand, assoziiert (76). Eine Mutation des SOX9 
führt zu der Kampomelen Dysplasie, eines seltenen, meist im frühen Kindesal-
ter letalen skeletalen Mißbildungssyndroms (93). 
Für einige Tumorentitäten sind Veränderungen der Expression von SOX-Genen 
in vivo beobachtet worden (s. Tab. 1.2). 
Tumorentität Veränderte  
SOX-Expression 
Referenz 
Kleinzelliges Bronchial-Karzinom 1, 2, 3, 21 Gure et al., 2000 (32) 
Prostata-Karzinom 2 Sattler et al., 2000 (85) 
Medulloblastom 4, 11 Lee et al., 2002 (50) 
Mamma-Karzinom 4 Graham et al., 1999 (30) 
Pankreas-Karzinom 
Magen-Karzinom 
Kolorektales Karzinom 
Mamma-Karzinom 
7 Katoh et al., 2002 (40) 
Tabelle 1.2: Exemplarische Auflistung einiger Tumorentitäten, bei denen Veränderun-
gen der Expression (erhöht oder vermindert) verschiedener SOX-Gene beobachtet 
wurde. 
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Eine direkte tumorigene Wirkung wurde für das SOX3 beschrieben: in embryo-
nalen Hühner-Fibroblasten fungiert dieses als Onkogen (114). 
 
1.3.3. SOXB-Familie und SOX2 
Die SOXB-Gruppe besteht aus den Untergruppen B1 (SOX1, 2, 3) und B2 
(SOX14, 21) (103). Dabei wirken sie zum Einen gegensinnig auf die Transkrip-
tion ihrer Zielgene, indem die SOXB1-Gruppe aktivierend, SOX14 und 21 aber 
reprimierend wirken. Zum Anderen wird die Aktivität der B1-Gruppe in vivo di-
rekt von SOX14 und 21 inhibiert (38,51,84). 
Die  Bindung des SOX2 an die Ziel-DNA ist wie erwähnt von kooperativen 
Wechselwirkungen mit anderen Transkriptionsfaktoren abhängig (113). Solche 
Bindungspartner sind beispielsweise OCT3/4, NANOG, C-MYC und KL4 
(4,11,82,99,115). 
In der Neurogenese spielen die SOXB1-Mitglieder eine wichtige Rolle,  indem 
sie an verschiedenen Regulationsmechanismen maßgeblich beteiligt sind. Da-
bei sind sie während verschiedener Entwicklungsstadien sowie auch im adulten 
Hirn exprimiert. Über die Inhibierung der neuralen Differenzierung bewirken sie 
die Beibehaltung eines Stammzell-ähnlichen Status (13), während späterer 
Phasen der Differenzierung neuraler Zellen wird ihre Expression dann herun-
tergefahren (110). Im Falle einer Inhibierung ihrer Expression während der 
Embryogenese kommt es zu einem verfrühten Verlust des Stammzell-Status in 
neuralen Progenitorzellen, eine Überexpression wiederum inhibiert die Neuro-
genese (13,31). Während der Entwicklung der Neuralleiste wirkt SOX2 an der 
Regulation der Proliferation der beteiligten Zellen mit (106). SOX2 ist aber auch 
wie bereits erwähnt im adulten ZNS von Bedeutung: im murinen adulten Gehirn 
konnten Ferri et al. eine Expression des Proteins in der subventrikulären Zone 
und im hippokampalen Gyrus Dentatus, also den Hirnarealen, in denen die 
postnatale Neurogenese stattfindet,  nachweisen. Eine reduzierte Expression 
führte dort zu einem Verlust neuronaler Vorläuferzellen und in der Folge zu 
Neurodegeneration, wie sie beispielsweise bei Erkrankungen wie Morbus Hun-
tington und Alzheimer beobachtet wird (22,25,107). 
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Mutationen im SOX2-Gen führen zu Missbildungen, deren komplexe Muster in 
verschiedenen Geweben die essentiellen und vielfältigen Funktionen belegen. 
So sind Störungen der Entwicklung der Hypothalamus-Hypophysen-Achse (41), 
Fälle des seltenen AEG-Syndroms (engl. anophthalmia-esophageal-genital 
syndrome) (112) und andere Anopthalmie-Syndrome (24), sonstige Malforma-
tionen des ZNS sowie Haarverlust (33) im Zusammenhang mit SOX2-
Mutationen beschrieben. 
Untersuchungen zur Expression und Funktion von SOX-Genen in Glioblasto-
men sind in den letzten Jahren begonnen worden. Dabei zeigte sich in ver-
schiedenen Gliomen für SOX-Gene der SOXE- und SOXD-Familien eine hete-
rogene Expression (88). In Untersuchungen zum Expressionsverhalten des 
SOX2 in Glioblastomen konnten Schmitz et al. eine Überexpression nachwei-
sen, während die Expression in normalem Hirngewebe sowie in Gewebeproben 
anderer maligner Hirntumore vernachlässigbar gering war. Dieses Protein kann 
damit als ein mögliches Target im Rahmen einer Immuntherapie mit 
cytotoxischen T-Zellen gelten (89). In weiteren Studien am Institut für Neuropa-
thologie der Universität Münster und in auswärtigen Arbeitsgruppen konnten 
diese Ergebnisse reproduziert werden (74). Interessanterweise wird darüber 
hinaus eine positive Korrelation des SOX2-Expressionslevels mit dem Maligni-
tätsgrad von Gliomen postuliert (57).  
Scheinbar existieren Unterschiede in der Funktion des SOX2 zwischen Glio-
blastomen und (murinen)  neuralen adulten Stammzellen. Eine erhöhte SOX2-
Expression ist Bedingung für eine erfolgreiche adulte Neurogenese (51), wäh-
rend sie in Gliomen mit einer glialen Differenzierung verbunden ist (74). In neu-
ralen adulten Stammzellen ist die Funktion des SOX2 überdies zeit- und orts-
abhängig; für astrozytäre Tumoren wurde dies noch nicht untersucht (51). 
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1.4. Fragestellung der Arbeit 
Vorausgehende Studien zum SOX2 erbrachten den Nachweis einer Überex-
pression dieses Transkriptionsfaktors in Gliomen, so dass das Wissen um des-
sen spezifische Funktionen in der Tumorbiologie von großem Interesse ist. 
Nicht nur das Verständnis der typischen Morphologie und des charakteristi-
schen Invasionsverhaltens astrozytärer Tumoren könnte so erweitert, auch 
könnten neue therapeutische Möglichkeiten eröffnet werden. 
Ziel der vorliegenden Arbeit war dementsprechend eine Untersuchung von 
Funktionen des SOX2 in Gliomzellen. Es sollten dabei Proliferations- und Kolo-
niebildungs-Eigenschaften, morphologische Charakteristika sowie Effekte auf 
SOX2-Downstream-Targets untersucht werden. In erster Linie kamen dabei zur 
Generierung erster Daten in vitro-Versuche mit etablierten Glioblastom-
Zelllinien in Betracht. Als besonders geeignet erwiesen sich in Vorarbeiten am 
Institut für Neuropathologie der Universität Münster die humanen Glioblastom-
Zelllinien U373MG und U87MG. Für die vorliegende Arbeit wurde daher einer-
seits in der U373MG-Zelllinie ein stabiler shRNA-induzierter SOX2-Knockdown, 
andererseits in der U87MG-Zelllinie durch das Einbringen rekombinanter DNA 
eine SOX2-Überexpression generiert, um anschließend an diesen Zellpopula-
tionen vergleichende Studien durchführen zu können. 
Im weiteren Verlauf der Forschung werden sicherlich aus in vivo-Versuchen 
gewonnene Daten von Interesse werden. Aus diesem Grund wurde darüber 
hinaus der SOX2-Expressionsstatus in der Rattengliom-Zelllinie C6TL, welche 
sich für in vivo-Versuche gut eignet und am hiesigen Institut bereits etabliert ist, 
bestimmt. 
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2. Material und Methoden 
2.1. Materialien 
2.1.1. Geräte 
Beschreibung Typenbezeichnung Firma, Herkunftsort 
Autoklav HV 85 
BPW Labortechnik, Sü-
ßen 
Blot-Apparatur Trans-Blot Cell BioRad, München 
Digitalkamera für BX50 F-View II Olympus, Tokio, Japan 
Digitalkamera für IX50 C-3030 Olympus, Tokio, Japan 
Elektrophoresekammer Vertikal BioRad, München 
Elektrophoresekammer Horizontal BioRad, München 
Fluoreszenzmikroskop BX50 Olympus, Tokio, Japan 
Gefriermikrotom CM3050 S Leica, Wetzlar 
Geldokumentationsanlage  
UVP, Bambridge, Eng-
land 
Inkubator, wasserummantelt, 
geregelte CO2-Atmosphäre 
Heracell Heraeus, Hanau 
Inverses Fluoreszenzmikro-
skop 
IX50 Olympus, Tokio, Japan 
Inverses Zellkulturmikroskop CK30 Olympus, Tokio, Japan 
Kugelmühle 
Mikro-Dismembrator 
U 
Braun, Melsungen 
Magnetrührer  
IKA, Labortechnik, Stau-
fen 
Multipette  Eppendorf, Hamburg 
Neubauer-Zählkammer  
Marienfeld, Lauda-
Königshofen 
pH-mV-Meter pH526 WTW, Weilheim 
Photometer NanoPhotometer Implen, München 
Rotorsystem Roto-Shake Genie 
Scientific Industries, 
München 
Real-Time-PCR-Gerät Geneamp5700 
Applied Biosystems, 
Weiterstadt 
Software für Digitalkamera Analysis five 
Soft Imaging System, 
Münster 
Spannungsgeräte  BioRad, München 
Sterilbank Hera Safe HS12 Heraeus, Hanau 
Thermocycler 
MultiCycler PTC 200 
MJ Research 
Biozym, Hessisch 
Oldendorf 
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Thermomixer Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg 
UV-Tisch 
Dual Intensity Ultra-
violet Transillumina-
tor 
UVP, Cambridge, UK 
Vortex Genie II 
Scientific Industries, 
Inc., New York, USA 
Zellzählapparat CASY®1 
Schärfe System GmbH, 
Reutlingen 
Zentrifuge Biofuge Pico Heraeus, Hanau 
Zentrifuge Biofuge Fresco Heraeus, Hanau 
Zentrifuge 
Megafuge 1.0 Rotor 
SS34 
Heraeus, Hanau 
Zentrifuge Cytospin3 Shandon, Frankfurt 
Allgemeine Laboratoriums-
materialien 
 
Eppendorf, Hamburg 
Sarstedt, Nümbrecht 
 
2.1.2. Chemikalien und Reagenzien 
ß-Mercaptoethanol 
Sigma-Aldrich, Steinheim 
Natriumacetat Roth GmbH, Karlsruhe 
Acrylamid/Bisacrylamid-Lösung (37,5:1) Roth GmbH, Karlsruhe 
Agarose Roth GmbH, Karlsruhe 
Ammoniumperoxidsulfat (APS) Roth GmbH, Karlsruhe 
BSA 
New England Biolabs, 
Frankfurt am Main 
CasyTon-Lösung Innovatis-AG, Reutlingen 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth GmbH, Karlsruhe 
Ethidiumbromid (1%) Roth GmbH, Karlsruhe 
Fluoromount-Eindeckmedium DakoCytomation, Hamburg 
Formaldehyd 37% Roth GmbH, Karlsruhe 
Glycerin (100%) Merck, Darmstadt 
Glycin Roth GmbH, Karlsruhe 
G418 Sulfat 
PAA Laboratories, Linz, Öster-
reich 
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Hoechst-Farbstoff 33258 Invitrogen, Karlsruhe 
Isopropanol Merck, Darmstadt 
Magermilchpulver Sigma-Aldrich, Steinheim 
Methylcellulose Sigma-Aldrich, Steinheim 
MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid) 
Sigma-Aldrich, Steinheim 
PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) Sigma-Aldrich, Steinheim 
Ponceau S Sigma-Aldrich, Steinheim 
Protease-Inhibitor-Cocktail Sigma-Aldrich, Steinheim 
RNAse freies Wasser Qiagen, Hilden 
Temed (Tetramethylethylendiamin) Biorad, München 
Tris(hydromethyl)-aminomethan Roth GmbH, Karlsruhe 
Triton X 100 Sigma-Aldrich, Steinheim 
TRIzol™ Invitrogen, Karlsruhe 
Tween 20 Merck, Darmstadt 
 
2.1.3. Lösungen und Puffer 
Blockierungslösung für 
Western-Blot (MP-TST) 
5% (w/v) 
Magermilchpulver 
1x TST 
Blot-Puffer (1x) 
48 mM 
39 mM 
20% (v/v) 
Tris-HCl 
Glycin 
Methanol 
Cell-Dissociation-Puffer 
0,04 M 
1 mM 
0,15 M 
TrisHCl, pH 7,4 
EDTA 
NaCl 
Lower-Tris 
1.5 mM 
0,4% (v/v) 
Tris-HCl, pH 8,8 
SDS 
Upper-Tris 
0,5 M 
0,4% (w/v) 
Tris-HCl, pH 8,8 
SDS 
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Lysepuffer für Proteinbestim-
mungen 
10 mM  
150 mM  
1 mM 
1 mM  
2% (v/v) 
1% (v/v) 
0,1% (w/v)  
1mM 
1:1000  
Tris-HCL pH 8,0 
NaCl 
EDTA 
EGTA 
IGEPAL CA-630 
Natrium-Desoxycholat 
SDS 
PMSF 
Protease-Inhibitor-
Cocktail 
Methylcellulose 
500 ml 
 
8,4 g 
200 ml 
Millipore-Wasser, 
autoklaviert 
Methylcellulose 
DMEM 
MTT-Stock-Lösung 
5 mg 
1 ml 
MTT 
PBS 
PBS 
137 mM 
2,68 mM 
1,66 mM 
9,58 mM 
NaCl 
KCl 
NaH2PO4 
Na2HPO4 
pH7,4 
Ponceau-S-Färbelösung 
2% (w/v) 
3% (w/v) 
3% (w/v) 
Ponceau-S 
Trichloressigsäure 
Sulfosalicylsäure 
In Aqua dest. 
SDS-PAGE-Probenpuffer (5x) 
0,5 M 
4% (w/v)  
40% (w/v) 
0,1% (w/v) 
10% (v/v) 
Tris/HCl, pH 6,8  
SDS 
Glycerol 
Bromphenolblau  
2-β-Mercaptoethanol 
Stripping-Puffer 
0,2 M 
0,05% 
Glycin 
Tween 20 
pH 2,5 
10x TST-Puffer 
100 mM 
1,5 M 
1% 
Tris-HCl, pH 8,0 
NaCl 
Tween 20 
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2.1.4. Kits und Produkte 
High Capacity Reverse Transcription cDNA Kit Applied Biosystems, 
Weiterstadt 
GenElute® Mammalian Total RNA Mini-prep Kit Sigma-Aldrich, Stein-
heim 
DCProtein Assay (Lowry-Reagenz) BioRad, München 
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden 
SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Sub-
strate 
Pierce, 
Rockford, USA 
  
2.1.5. Enzyme 
HotStar Taq DNA Polymerase (2,5 U) Qiagen, Hilden 
 
2.1.6. Standards 
Blue Ranger® Prestained Protein Molecular  
Weight Marker Mix 
(Proteingrößenstandard für Gelelektrophorese) 
Pierce, Rockford, 
USA 
BSA-Standard für BioRad DCProtein Assay 
(Protein-Konzentrationsstandard für Lowry-Assay) 
BioRad, München 
100bp Ladder® 
(DNA-Größenstandard für Gelelektrophorese) 
Eurogentec Deutsch-
land GmbH, Köln 
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2.1.7. Antikörper 
2.1.7.1. Primäre Antikörper 
Antikörper Spezies Verdünnung Hersteller 
Anti-GFAP 
MN118 
Maus, 
monoklonal 
IF: 1:100 
Perbio, 
Bonn 
Anti-GFAP 
20334 
Kaninchen, 
polyklonal 
IF: 1:2000 
WB: 1:5000 
Dako, 
Hamburg 
Anti-SOX2 
MO15040 
Maus, 
monoklonal 
IF: 1:100 
Neuromics, 
Herford 
Anti-ß-AKTIN 
A5541 
Maus, 
monoklonal 
WB: 1:10000 
Sigma, 
Deisenhofen 
Isotypen-Kontrolle 
Maus IgG2a 
Maus, 
monoklonal 
IF: kontrollabhängig 
Dako, 
Hamburg 
Isotypen-Kontrolle 
Kaninchen IgG 
Kaninchen, 
polyklonal 
IF: kontrollabhängig 
Dako, 
Hamburg 
IF: Immunfluoreszenz 
WB: Western Blot 
 
2.1.7.2. Sekundäre Antikörper 
Antikörper Gekoppelter  
Fluoreszenz-
Farbstoff 
Spezies Verdünnung Hersteller 
Anti-Maus 
IgG, 
A11029 
Alexa Fluor 488 
Ziege, 
polyklonal 
IF: 1:200 
Molecular 
Probes,  
Göttingen 
Anti-Maus 
IgG, 
115-165-062 
Cy3 
(Indocarbocyanin) 
Ziege, 
polyklonal 
IF: 1:100 
Jackson Immu-
noresearch, 
Dianova,  
Hamburg 
Anti-Maus 
IgG, 
A3682 
Peroxidase 
Ziege, 
polyklonal 
WB: 1:10000 
Sigma,  
Deisenhofen 
Anti-Kanin-
chen IgG, 
T 6778 
TRITC 
Ziege, 
polyklonal 
IF: 1:400 
Sigma, 
Deisenhofen 
anti-Kanin-
chen IgG, 
A 2074 
Peroxidase 
Ziege, 
polyklonal 
WB: 1:10000 
Sigma, 
Deisenhofen 
IF: Immunfluoreszenz 
WB: Western Blot 
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2.1.8. Zellkulturen 
2.1.8.1. Etablierte Zelllinien 
U373MG*
1
 
Humane Zelllinie 
Epithelähnliches Wachstum 
Aus einem humanen Glioblastom isoliert 
Referenz: Ponten et al., 1968 (78) 
U87MG*2 
Humane Zelllinie 
Epithelähnliches Wachstum 
Aus einem humanen Glioblastom isoliert 
Referenz: Ponten et al., 1968 (78) 
Rat I
*3
 
Rattenfibroblasten-Zelllinie, immortalisiert 
Referenz: Mishra et al., 1973 (62) 
C6TL*4 
Rattengliom-Zelllinie 
Fibroblastenähnliches Wachstum 
Referenz: Paulus et al., 1996 (71) 
*1 bezogen von European Collection of Cell Cultures 
*2 bezogen von ATCC (American Type Culture Collection) 
*3 freundlicherweise überlassen von Dr. rer. nat. Volker Senner  
(Institut für Neuropathologie, UK Münster) 
*4 freundlicherweise überlassen von Dr. rer. nat. Volker Senner  
(Institut für Neuropathologie, UK Münster) 
 
2.1.8.2. Vektoren 
SureSilencing™ 
shRNA Plasmid 
-GAACCAGCGCATGGACAGTTA- 
Biomol, 
Hamburg 
SureSilencing™ 
shRNA Plasmid, 
Random Sequence 
-GGAATCTCATTCGATGCATAC- 
Biomol, 
Hamburg 
pcDNA3.1/myc-His 
A/SOX2 
Full length SOX2 
in position of KpnI-XhoI  
Invitrogen, 
Karlsruhe 
pcDNA3.1/myc-HisA Without Insert 
Invitrogen, 
Karlsruhe 
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2.1.8.3. Medien und Zusätze für die Zellkultur 
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Me-
dium), high Glucose 4,5 g/L, + L-
Glutamin 
PAA Laboratories, Linz, Österreich 
Dulbecco’s PBS (1x) without Ca & Mg PAA Laboratories, Linz, Österreich 
FCS Gold (Fetal calf serum) PAA Laboratories, Linz, Österreich 
Penicillin/ Streptomycin, 
100x concentrate 
PAA Laboratories, Linz, Österreich 
Trypsin/ EDTA (1:250), 1x concentrate PAA Laboratories, Linz, Österreich 
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2.2. Methoden 
2.2.1. Methoden der Zellkultur 
2.2.1.1. Allgemeines 
Jegliche Zellkultur-Arbeiten wurden unter einer keimarmen, vor Arbeitsbeginn 
mit 70%-igem Ethanol gereinigten Werkbank durchgeführt. Die verwendeten 
Lösungen wurden im Wasserbad auf 37°C erwärmt. Unter die Werkbank ge-
brachte Utensilien bzw. Lösungen und Puffer wurden zuvor sterilisiert bzw. des-
infiziert. 
 
2.2.1.2. Kultivierung von Zellen 
Die adhärent wachsenden humanen Glioblastom-Zelllinien U373MG und 
U87MG sowie die Rattenzelllinien C6TL und Rat I wurden in Dulbecco’s 
modified Eagle’s minimal essential medium (DMEM), welches mit 10% FBS 
Gold und den Antibiotika Penicillin G (100 U/mL)/Streptomycin-Sulfat (100 
µL/mL) angereichert wurde und im Folgenden DMEM (+/+) genannt wird, kulti-
viert. 
Um die Zellpopulationen der stabil transfizierten U373MG-Knockdown- und 
U87MG-Überexpressions-Klone frei von nicht- transfizierten Zellen zu halten, 
wurden diese unter ständigem Selektionsdruck kultiviert (DMEM (+/+) mit Zu-
satz von G418 (Neomycin; Stock-Konzentration 100 mg/ml) – U373MG: 8μl/ml; 
U87MG: 4μl/ml). 
Die Inkubation erfolgte im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 in gesättigter H2O-
Atmosphäre. 
Ein Mediumwechsel erfolgte je nach Zelllinie alle 4-7 Tage. Als Entscheidungs-
kriterien dienten der makroskopische Befund des Mediums, der mikroskopische 
Zustand der Zellen und die Notwendigkeit des regelmäßigen Mediumwechsels 
zur Aufrechterhaltung eines Selektionsdrucks (alle 3-4 Tage) bei den U373MG-
Knockdown- und den U87MG-Überexpressions-Klonen. Dazu wurde das alte 
Medium abgesaugt und frisches auf die Zellen gegeben. 
Eine Passagierung war je nach Zelllinie alle 3-7 Tage notwendig. Dazu wurden 
die Zellen, nachdem sie mit PBS gewaschen worden waren, mit Trypsin/EDTA-
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Lösung versetzt und für 3-5 min. bei 37°C und 5% CO2 in gesättigter H2O-
Atmosphäre inkubiert. Nach mikroskopischer Kontrolle des Ablösungsgrades 
der Zellen und vorsichtigem Beklopfen des Kulturgefäßes wurden die Zellen in 
DMEM (+/+) resuspendiert, wobei dessen FCS-Komponente das zytotoxische 
Trypsin inaktivierte. Die Zellen konnten dann in gewünschter Verdünnung wie-
der ausgesät werden. 
 
2.2.1.3. Kryokonservierung 
Analog zum Vorgehen bei der Passagierung wurden die Zellen abtrypsiniert, 
resuspensiert und anschließend abzentrifugiert, sodass das Zellpellet in mit 
1:10 DMSO versetztem DMEM (+/+) aufgenommen werden und in 
Kryoröhrchen à 1 ml gefüllt werden konnte. In Styroporboxen wurden die Zellen 
für mindestens 12 Stunden auf -80°C gekühlt, um dann in flüssigen Stickstoff 
überführt und gelagert werden zu können. 
 
2.2.1.4. Anzucht der Zellen/ Auftauen 
Die 1 ml Zellsuspension enthaltenden Kryoröhrchen wurden im 37°C-
Wasserbad zügig aufgetaut und in 9 ml DMEM (+/+) aufgenommen. Anschlie-
ßend wurde diese Suspension 5 min. bei 1700 rpm und 25°C zentrifugiert, der 
Überstand verworfen, das Zellpellet in frischem DMEM (+/+) aufgenommen und 
in einer Zellkulturflasche ausgesät. 
 
  
SOX2 in Glioblastomen │26 
 
2.2.1.5. Zellzahlbestimmung 
Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 10 µl einer Zellsuspension in ein Zählfeld 
einer Neubauer-Zählkammer (s. Abb. 2.1) pipettiert. Unter dem Lichtmikroskop 
wurden die Zellen in vier Quadranten ausgezählt und hieraus anschließend der 
Mittelwert gebildet. Multipliziert mit 104 ergab sich so die Zellzahl pro Milliliter. 
 
 
2.2.1.6. Neubauer-Zählversuch 
Zur Untersuchung der Proliferationseigenschaften der U373MG-Knockdown- 
sowie der U87MG-Überexpressions-Klone wurden zum Zeitpunkt Null 1*105 
Zellen in einer 10 cm-Petrischale ausgesät. Pro Klon wurden vier Schalen aus-
plattiert, sodass jeweils ein 24-, 48-, 72- und 96-Stunden-Wert gemessen wer-
den konnte. 
Nach Ablauf der jeweiligen Inkubationszeit wurden die Zellen mit 1 ml Trypsin-
EDTA gelöst und mit 2 ml DMEM (+/+) in ein Falcon-Röhrchen überführt. 
Die Auszählung erfolgte mit Hilfe der Neubauer-Kammer wie unter 2.2.1.5. be-
schrieben. Zur Minimierung eines Zählfehlers wurde jede Suspension insge-
samt vier Mal ausgezählt und aus den erhaltenen Werten der Mittelwert be-
rechnet. 
 
2.2.1.7. MTT-Assay 
Zur Charakterisierung der Proliferationseigenschaften verschiedener Zellpopu-
lationen wurden neben der Auszählung mit der Neubauer-Kammer MTT-Assays 
durchgeführt. Dieser quantitative kolorimetrische Assay basiert auf  der Reduk-
Abbildung 2.1: Neubauer-Zählkammer 
Alle Maße in mm, Großquadrat: 1 mm², Gruppen-
quadrat: 0,04 mm², Kleinstquadrat: 0,0025 mm². 
[Quelle: LO-Laboroptik] 
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tion des gelbfarbenen wasserlöslichen Farbstoffes 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2.5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) in das wasserunlösliche, blau-violette 
Formazan. Diese Reaktion wird von endoplasmatischen Enzymen in Anwesen-
heit von NADH und NADPH sowie zu geringeren Teilen von mitochondrialen 
Succinat-Dehydrogenasen katalysiert. Dieser Assay ist also in erster Linie ein 
Maß für die Glykolyserate einer Zellpopulation, folglich ebenso eines für die An-
zahl vitaler Zellen dieser Population (8). 
Für die Standard-Reihe wurden Verdünnungsreihen von U373MG- bzw. 
U87MG-Zellen hergestellt, wobei ausgehend von der  höchsten Konzentration 
mit 1*105 Zellen/200 μl zehn Verdünnungen jeweils im Verhältnis 1:1 hergestellt 
wurden. Auf diese Weise ergab sich für die niedrigste Verdünnung rechnerisch 
eine Konzentration von  97,656 Zellen/200 μl. Mit Hilfe der Multipette konnten 
exakt 200 μl pro Vertiefung einer 96-Well-Platte ausgesät werden. 
Von den zu untersuchenden Zellpopulationen wurden Zellsuspensionen mit der 
gewünschten Konzentration von 1*104 Zellen/200 μl hergestellt. Für jede Zellli-
nie wurden dabei mindestens 10 Wells angesetzt. Jeweils vier identische An-
sätze wurden pipettiert, sodass jeweils ein 0-, 24, 48-, und ein 72-Stunden-Wert 
gemessen werden konnten. 
Die Zellen wurden bei 37°C und 5% CO2 in gesättigter H2O-Atmosphäre inku-
biert. 
Der 0-Stunden-Wert konnte, nachdem die Zellen nach drei bis vier Stunden ad-
härent geworden waren, gemessen werden. Dazu wurde das DMEM (+/+) vor-
sichtig unter Verwendung einer 10 μl-Pipettenspitze abgesaugt. 
Mit der Multipette wurden in jede Vertiefung 200 μl der zuvor angesetzten MTT-
Gebrauchslösung (1 ml Stock-Lösung auf 9 ml DMEM (+/+)) gegeben. Es folgte 
eine dreistündige Inkubation bei 37°C und 5% CO2 in gesättigter H2O-
Atmosphäre. 
Anschließend wurde die MTT-Gebrauchslösung wie oben beschrieben abge-
saugt und zur Lösung des Formazan 200 μl Isopropanol pro Well mit der 
Multipette auf die Zellen gegeben. Die Extinktion wurde bei 570 nm im Platten-
photometer gemessen. 
Für die Messung des 24-, 48- und 96-Stunden-Wertes wurde analog verfahren. 
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2.2.1.8. Bestimmung der Zellgröße 
Die Bestimmung der Zellgröße der U373MG-Knockdown- sowie der U87MG-
Überexpressions-Klone erfolgte mit Hilfe des CASY®1 Model DT nach dem 
Prinzip der Widerstandsmessung. 
Dieses Zellanalysesystem registriert die von passierenden Zellen ausgelösten 
Widerstandsänderungen in Abhängigkeit von der Zeit. Über eine Pulsflächen-
Analyse wird gleichzeitig die Bestimmung der Größenverteilung der Zellpopula-
tion ermöglicht. 
Zunächst wurde unter Zuhilfenahme der Zellzahlbestimmung mittels Neubauer-
Zählkammer eine Zellsuspension mit 1*106 Zellen/ml hergestellt. 
Jeweils 10 μl dieser sorgfältig resuspendierten Suspension wurden in 10 ml ei-
ner isotonischen Elektrolytlösung (Casyton-Lösung) gegeben und die Messung 
durchgeführt. 
Vor jeder Messung wurde das Gerät zur Reinigung mit Casyton-Lösung ge-
spült. 
Mit Hilfe der installierten Software des CASY®1 Model DT können Werte in ei-
nem Bereich von 3,2-40 μm in Intervallen von 1 μm gemessen und dargestellt 
werden. So erhält man einen Graphen, der die Zellzahl in Abhängigkeit vom 
Zellvolumen darstellt. Dieser Graph weist drei Maxima auf: ersteres stellt 
Zelldebris dar, das folgende tote Zellen, das dritte schließlich repräsentiert vitale 
Zellen (s. Abb. 2.2). 
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Abbildung 2.2: Bestimmung von Zellgröße und –Vitalität mit Hilfe der Widerstandsän-
derungsmessung. 
Links: Membranen toter Zellen sind für elektrischen Strom permeabel, sodass in dem 
Fall die Größe des Nukleus gemessen wird. Diese Messdaten spiegeln sich als das 
zweite Maximum des Graphen (hier blau) wider. 
Rechts: Im Gegensatz dazu wird von Membranen vitaler Zellen Strom absorbiert, so-
dass das wahre Zellvolumen bestimmt wird, welches sich graphisch als drittes Maxi-
mum (hier orange) darstellt. 
[Quelle: http://www.bioway.com.tw/Files/DownloadFile/Innovatis_Casy_DT.pdf] 
 
Außerdem wurden mit Hilfe des CASY®1 Model DT die Vitalitätsgrenzen der 
U373MG-Knockdown- sowie der U87MG-Überexpressions-Klone bestimmt. 
Dazu wurde zunächst eine Messung einer möglichst zu mehr als 90% aus vita-
len Zellen bestehenden Kultur wie zuvor beschrieben durchgeführt. 
Anschließend wurden 100 μl derselben Probe 1:4 mit 100%igem Ethanol ver-
setzt und zwei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, sodass die Zellen ab-
starben. 10 μl dieser Suspension wurden in 10 ml Casyton-Lösung gegeben 
und wiederum eine Minute inkubiert. 3 ml dieser Totkontrolle wurden mit 7 ml 
der bereits gemessenen vitalen Suspension versetzt und am CASY®1 Model 
DT gemessen. 
Dabei stellt der Tiefpunkt zwischen dem Peak der toten und dem der vitalen 
Zellen die untere Vitalitätsgrenze dar. Als vitale Zellen können dann alle dieje-
nigen gewertet werden, die von dieser Grenze bis zum Ende der Skalierung 
gezählt werden.  
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2.2.1.9. Methylcellulose-Assay 
Zur Bestimmung der Koloniebildungseigenschaften der Zellen kam der Methyl-
cellulose-Assay zum Einsatz. 
Zunächst wurde die gelartige Suspension aus pulverförmiger Methylcellulose 
hergestellt. Dazu wurden 200 ml autoklaviertes Millipore-Wasser in einem eben-
falls autoklavierten Erlenmeyerkolben mit Rührfisch auf einem Magnetrührer 
erwärmt. Nachdem das Pulver nach und nach unter Rühren hinzugegeben wor-
den war, wurde das Gemisch zum Kochen gebracht, sodass die Methylcellulose 
sich vollständig auflöste. Die Suspension wurde unter Rühren auf Raumtempe-
ratur gebracht und anschließend mit 200 ml DMEM, welches zuvor im Wasser-
bad auf 37°C gebracht worden war, versetzt. Nach der Inkubation bei 4°C über 
Nacht und unter ständigem Rühren konnte die fertige Methylcellulose in 50 ml-
Röhrchen aliquotiert und bei -20°C gelagert werden. Zuvor wurde eine 
Sterilprobe angelegt, die im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 in gesättigter 
H2OAtmosphäre inkubierte. 
Es wurden pro Klon Zellsuspensionen mit definierten Zellzahlen (165 Zellen/ml 
bzw. 200 Zellen/ml) im Duplikat ausgesät, diese wurden bei 37°C und 5% CO2 
in gesättigter H2O-Atmosphäre über 16 Tage inkubiert. Lichtmikroskopisch 
konnten dann diejenigen Kolonien, die als vital betrachtet wurden (aus mehr als 
50 Zellen bestehend und ein dichtes Wachstumsmuster aufweisend), ausge-
zählt werden. 
Zunächst wurde der Methylcellullose-Ansatz wie folgt hergestellt (n=3):   
1800 μl Methylcellulose 
  600 μl FCS Gold 
1630 μl DMEM, serumfrei 
Die Methylcellulose wurde mit Hilfe einer 1,2/0,9G Kanüle und einer 2 ml-
Spritze in bereitgestellte Röhrchen gefüllt. Die übrigen Komponenten wurden 
hinzupipettiert. 
Die zu untersuchenden Zellpopulationen wurden wie unter 2.1.2 beschrieben 
abtrypsiniert und die Zellzahl mit der Neubauer-Zählkammer bestimmt, um die 
gewünschten Konzentrationen berechnen zu können. 
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Lagen die berechneten Werte für die auszusäende μl-Anzahl  im Bereich zwi-
schen 1 und 10 μl, wurde diese Menge zum Ansatz hinzugegeben; andernfalls 
wurde eine geeignete Verdünnung der Ursprungs-Zellsuspension hergestellt. 
Diese wurde erneut ausgezählt, um den Fehler so gering wie möglich zu halten. 
Mit Hilfe einer 1,2/0,9G Kanüle und einer 2 ml-Spritze wurden die so hergestell-
ten Ansätze sorgfältig resuspendiert und anschließend jeweils 1 ml in einer 
unbeschichteten 35mm-Petrischale ausgesät. 
Um ein Austrocknen der Zellen zu vermeiden, wurden die Petrischalen in einer 
halbgeschlossenen Schale bei 37°C und 5% CO2 in gesättigter H2O-
Atmosphäre für 16 Tage inkubiert. Zusätzlich wurden zur Erzeugung eines 
feuchteren Milieus drei mit 2-3 ml PBS befüllte, geöffnete 35 mm-Petrischalen 
in der Schale platziert. Während der Inkubationszeit wurden die Kulturgefäße so 
wenig wie möglich bewegt um ein „Verrutschen“ der Kolonien zu verhindern. 
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2.2.2. Molekularbiologische Methoden 
2.2.2.1. RNA-Isolierung 
 
RNA-Isolierung aus Zellen 
In vorliegender Arbeit wurde zur RNA-Isolierung das GenElute® Mammalian 
Total RNA Miniprep Kit des Herstellers Sigma-Aldrich verwendet. Die Vorge-
hensweise erfolgte entsprechend den Angaben des Herstellers. 
Von der zu untersuchenden Zelllinie wurden in einer Six-Well-Platte 5*105 bis 
1*106 Zellen pro Vertiefung ausgesät, die bei 37°C und 5% CO2 und in gesättig-
ter H2O-Atmosphäre inkubiert wurden und bei gewünschter Konfluenz von 80-
100% geerntet wurden. 
Zu diesem Zweck wurden die Zellen wie unter 2.2.1.2. beschrieben abtrypsiniert 
und anschließend 5 min. bei 2000 rpm zentrifugiert. Es folgten ein Waschschritt 
mit 500 ml PBS sowie eine erneute Zentrifugation. 
Das erhaltene Zellpellet wurde mit dem im Kit enthaltenen Lysepuffer, der zuvor 
frisch mit 1:100 (v/v) ß-Mercaptoethanol versetzt worden war, aufgenommen, in 
ein RNAse-freies Eppendorff-Gefäß überführt und auf Eis gelagert. 
Alternativ wurde der Lysepuffer – nach vorangegangenem Waschen der Zellen 
mit PBS – direkt auf die Zellen gegeben, sodass diese sich lösten und mit ei-
nem sterilen Zellschaber vom Kulturgefäß in ein RNAse-freies Eppendorf-Gefäß 
überführt werden konnten. 
Sowohl das im Lysepuffer enthaltene Guanidin-Isothiocyanat als auch das 
Disulfidbrücken-reduzierende ß-Mercaptoethanol wirken denaturierend auf Pro-
teine und Enzyme, sodass eventuell vorhandene RNAsen inaktiviert werden. 
Zum Entfernen von Zelltrümmern und zum Scheren von DNA wurde das Lysat 
in eine GenElute Filtration Column pipettiert und für 2 min. bei 13.000 rpm zent-
rifugiert. 
Die erhaltene Flüssigkeit wurde mit einem äquivalenten Volumen 70%igen 
Ethanols (250 μl) versetzt; hierdurch wird die selektive Bindung der RNA an die 
Siliciumdioxid-Säule begünstigt. 
Diese Suspension wurde in eine GenElute Binding Column pipettiert und 15 
sek. bei 13.000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. 
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Es folgten zwei Waschgänge mit jeweils 500 μl Wash Solution 1 bzw. Wash 
Solution 2 einschließlich anschließender 15-sekündiger Zentrifugation bei 
13.000 rpm, wobei die Durchflüsse stets verworfen wurden. 
Einem dritten Waschschritt mit Wash Solution 2 folgte eine zweiminütige Zentri-
fugation bei 13.000 rpm zum sorgfältigen Trocknen der Säule. 
Zum Eluieren der RNA wurden zweimal 20 μl Elution Solution auf die Säule ge-
geben und diese für jeweils 1 min. bei 13.000 rpm zentrifugiert. 
Mittels Spektralphotometrie wurde die RNA-Konzentration im Eluat bestimmt. 
Die unverdünnte Probe wurde bei einer Wellenlänge von λ = 260nm gemessen, 
sodass die RNA-Konzentration nach folgender Formel berechnet werden konn-
te: 
C [µg/ml] = OD
260 
x Verdünnungsfaktor x 40 
OD
260 
= Extinktion bei 260 nm 
40 = RNA-Multiplikationsfaktor 
Durch eine zusätzliche Messung bei einer Wellenlänge von λ = 280nm und der 
Berechnung des Quotienten A260/A280 konnte die Reinheit der RNA-Probe 
bzw. deren Verunreinigung mit DNA bzw. Protein beurteilt werden: idealerweise 
liegt der Quotient bei 1,9 – 2,0.  
Die Proben wurden bei -80°C gelagert. 
 
RNA-Isolierung aus Gewebe 
Zur RNA-Isolierung aus Gewebe wurde das Kit der Firma Sigma verwendet. 
Analog zur Isolierung aus adhärenten Zellen wurde der Lyse-Puffer hergestellt 
und auf Eis gelagert. 
Mit Hilfe eines Mikrotoms wurden Schnitte von 7 μm Dicke einer nativen Gewe-
beprobe hergestellt, die in 500 μl des Lysepuffers gegeben wurden, bis diese 
Suspension die gewünschte schleimig-zähe Konsistenz hatte. 
Die Probe wurde bei -80°C gelagert. 
Im Routine-Labor wurde an einem Histologieschnitt eine Standard-HE 
(Hämotoxylin-Eosin)-Färbung angefertigt, um das Vorhandensein von Tumor-
gewebe in der Probe nachzuweisen. 
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2.2.2.2. cDNA-Synthese 
Zur Synthetisierung von komplementärer DNA (cDNA) aus zuvor isolierter 
mRNA wurde das High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit der Firma 
Applied Biosystems verwendet. Dabei wird mit Hilfe des Enzyms Reverse Tran-
skriptase, bestehend aus je einer RNA- und einer DNA-abhängigen 
Polymerase, einzelsträngige RNA in doppelsträngige DNA umgeschrieben. 
Zunächst wurde 1 μg mRNA mit RNAse-freiem Wasser auf 10 μl verdünnt. An-
schließend erfolgte die Denaturierung für 5 min. bei 65°C im Thermocycler. 
Nachdem die Proben auf 4°C abgekühlt waren, konnten jeweils 10 μl eines 
Master-Mixes hinzugegeben werden. 
Dieser Master-Mix war zuvor nach folgendem Pipettierschema hergestellt wor-
den: 
2 μl 10x RT-Buffer  
0,8 μl 25x dNTP Mix (100mM) 
2 μl 10x Random Primer 
1 μl MultiScribe™Reverse Transcriptase 
1 μl RNAse-Inhibitor (0,25 μl RNAse-Inhibitor-Stocklösung + 0,75 μl 1x RT-
Buffer) 
3,2 μl RNAse-freies Wasser 
Die Synthese erfolgte im Thermocycler bei folgendem Programm: 
1. 10 min. bei 25°C  
2. 120 min. bei 37°C 
3. 5 sek. bei 86°C 
Die cDNA wurde bei -20°C gelagert. 
 
2.2.2.3. Polymerase-Kettenrektion nach reverser Transkription 
Um die Expression eines Gens zu untersuchen, wurde die Polymerase-
Kettenreaktion nach reverser Transkription (RT-PCR) eingesetzt, die eine se-
lektive Amplifikation bestimmter DNA-Abschnitte ermöglicht. 
Die in dieser Arbeit verwendeten genspezifischen Primer wurden mit Hilfe des 
Programms Primer Express der Firma Applied Biosystems entworfen. Die Syn-
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these erfolgte durch die Firma MWG Biotech, Ebersberg. Die Primer wurden so 
positioniert, dass die amplifizierten Genabschnitte ein Intron flankierten. Eine 
Amplifizierung potentiell kontaminierter genomischer DNA konnte ausgeschlos-
sen werden, da die Länge der Introns stets größer als 5 kb war. 
Zunächst wurde ein Master-Mix nach folgendem Pipettierschema hergestellt: 
74,5 µl HPLC-H2O 
10 µl 10x PCR-Puffer 
8 µl dNTP-Mix (2,5 mM) 
1 µl Primer fwd (100 pm/µl) 
1 µl Primer rev (100 pm/µl) 
0,5 µl Taq-Polymerase (2,5 U) 
Als Negativkontrolle diente ein Ansatz ohne cDNA-Zugabe. 
Weiterhin wurde zur Sicherung der Integrität und Qualität der eingesetzten DNA 
ein separater Probensatz mit für das konstant exprimierte housekeeping-Gen 
Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase (GAPDH) spezifischen Primern 
mitgeführt. 
Ziel-cDNA, Spezies 
Primersequenz – forward 
Primersequenz – reverse  
SOX2, human 
5´-CCGGCGGCAACCAGAAAAACAG-3´ 
5´-CCGCCGGGGCCGGTATTTAT-3´ 
SOX2, Maus 
5´-CCGGCGGCAACCAGAAGAACA-3´ 
5´-CGCCGCGGCCGGTATTTATA -3´ 
GAPDH, human 
5´-CCTCTTGAAGATGCTGAAACAGG-3´ 
5´-TTCACTTTGCTCGTGCCTCA-3´ 
GAPDH, Ratte 
5´-GCCATCACTGCCACCCAGAAGAC-3´ 
5´-CATACCAGGAAATGAGCTTGACAAA-3´ 
Tabelle 2.1: Verwendete Primer der RT-PCR 
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Auf jeweils 19 µl des Master-Mixes wurde 1 µl cDNA pipettiert. Die Amplifikation 
erfolgte im Thermocycler nach folgendem Programm: 
1. 95°C, 15 min.: Denaturierung der cDNA 
2. 94°C, 1 min. 
3. 60°C, 1 min.: Annealing (Hybridisierung der Primer) 
4. 72°C, 1 min.: Elongation durch die Taq-Polymerase 
Nachdem die Schritte zwei bis vier 34 Mal wiederholt worden waren, wurden die 
Proben zunächst für 10 min. auf 72°C, dann bis zur Entnahme auf 4°C gekühlt. 
Anschließend wurde die erfolgreiche Amplifikation mit Hilfe einer Agarose-Gel-
Elektrophorese verifiziert. 
 
2.2.2.4. Agarose-Gelelektrophorese 
Zur Auftrennung der amplifizierten DNA-Fragmente anhand ihrer Größe wurde 
die Agarose-Gelelektrophorese verwendet. Für die in dieser Arbeit durchgeführ-
ten Versuche wurde mit 1,5%-igen Agarose-Gelen in 1x TAE-Puffer gearbeitet. 
Durch Zugabe von 5 μl Ethidiumbromid, welches als organischer Fluoreszenz-
farbstoff in die Doppelhelix der DNA interkaliert, auf 100 ml Agarose-Lösung 
kann die Nukleinsäure durch Anregung mit UV-Licht (302 nm) sichtbar gemacht 
werden. 
Die RT-PCR-Produkte wurden zur Beschwerung mit jeweils 2 μl Bromphenol-
blau-Auftragspuffern versetzt und auf das Gel aufgetragen. 
Die Größe der amplifizierten DNA-Fragmente konnte mit Hilfe eines aufgetra-
genen DNA-Größenstandards bestimmt werden. 
In einer mit 1x TAE-Puffer befüllten horizontalen Elektrophoresekammer erfolg-
te die Auftrennung der Fragmente bei 100 V für 45 min.. 
Anschließend wurden die Gele unter UV-Licht abfotografiert. 
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2.2.2.5. Quantitative RT-PCR 
Die quantitative RT-PCR, beruhend auf dem Prinzip der herkömmlichen PCR, 
ermöglicht eine Quantifizierung der DNA über Fluoreszenz-Messungen. Die 
Fluoreszenz wird während jedes einzelnen PCR-Zyklus gemessen und verhält 
sich folglich proportional zur Menge des PCR-Produktes.  
Anhand der Auswertung der Fluoreszenzsignale in der exponentiellen Phase, 
während der optimale Reaktionsbedingungen (optimale Mengenverhältnisse 
von Template/ Primer/ Polymerase; wenig Interferenz der Produkte untereinan-
der) herrschen, lässt sich dann eine Aussage über die Quantität eines bestimm-
ten PCR-Produktes treffen. 
Die Sonde, ein zu einem Sequenzabschnitt der cDNA spezifisches 
Oligonukleotid, das am 5‘-Ende einen Fluoreszenzfarbstoff und am 3‘-Ende ei-
nen Quencher trägt, emittiert im intakten Zustand nur wenig Fluoreszenz. 
Kommt es zur Dissoziation des Quenchers vom Fluoreszenzfarbstoff, wie es im 
Verlauf der Amplifikation durch die 5‘-Nuklease-Aktivität der Taq-DNA-
Polymerase geschieht, wird Energie in Form von Fluoreszenzlicht frei. Bei je-
dem Zyklus kommt es so zur Zerstörung von genau einer Sonde, sodass die 
Fluoreszenz proportional zur Zyklenzahl steigt. 
 
Abbildung 2.3: Prinzip der quantitativen RT-PCR. 
[Quelle: IBATAGnology 
(http://www.iba-go.com/images/naps/rt_pcr.gif)] 
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Durch den Einsatz spezifischer Primer und Sonden können selektiv die für den 
Versuch interessanten Sequenzen untersucht werden. 
Als Referenzgen diente in dieser Arbeit das GAPDH (Glycerinaldehyd-3-
phosphatdehydrogenase), das sich aufgrund seines relativ konstanten Vor-
kommens in den Zellen gut als Housekeeping-Gen zur Kontrolle der gleichmä-
ßigen RNA-Konzentration in verschiedenen Proben eignet. 
Die Auswertung nach der differentiellen Genregulation erfolgte mittels der ∆∆Ct-
Methode nach Pfaffl. 
Hierbei wird der Ct-Wert (engl.: cycle treshold) bestimmt, welcher als derjenige 
Zyklus der qRT-PCR definiert ist, in dem die Fluoreszenz erstmalig einen defi-
nierten, konstanten Wert übersteigt. 
Zunächst wird zur Normierung der Messergebnisse der sogenannte ΔCt-Wert 
als Differenz aus den Ct-Werten von Ziel- und Referenzgen gebildet (ΔCt = Ct 
Zielgen – Ct Referenzgen). Anschließend wird der relative Expressionsunter-
schied als sogenannter ΔΔCt-Wert berechnet, indem der ΔCt-Wert der Kontrolle 
von demjenigen der zu untersuchenden Proben subtrahiert wird (ΔΔCt = ΔCt 
Probe –ΔCt Kontrolle; in vorliegender Arbeit zum Beispiel ΔCt K4.3 – ΔCt 
Kneg.9) (73). 
Für die Amplifikationsreaktion wurden jeweils 1 μl des synthetisierten cDNA-
Templates und 19 μl eines Master-Mixes pipettiert. Die entsprechenden Zu-
sammensetzungen sind in Tabelle 2.2 angegeben. 
SOX2 human/  Maus,  
NOTCH-1, GFAP 
GAPDH human/ Ratte 
1 μl Gene Expression Assay 0,83 μl Primer fwd 
10 μl TaqMan® Master Mix  0,83 μl Primer rev 
8 μl RNAse-freies Wasser 0,83 μl Sonde 
  10,42 μl TaqMan® Master Mix 
  7,09 μl RNAse-freies Wasser 
Tabelle 2.2 : Zusammensetzung des Master-Mixes bei der qRT-PCR. 
Die für die jeweiligen Gene verwendeten Gene Expression Assays und der 
Taqman® Mastermix sind in Tabelle 2.3 angegeben. 
Die Sequenzen der Primer und der Sonde der GAPDH-Referenz-Gene sind in 
Tabelle 2.4 bzw. 2.5 angegeben.  
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Taqman® Mastermix für real-time PCR Applied Biosystems, Darmstadt 
Taqman® Gene Expression Assay NOTCH1, 
Hs01062011_m1 
Applied Biosystems, Darmstadt 
Taqman® Gene Expression Assay GFAP, 
Hs00157674_m1 
Applied Biosystems, Darmstadt 
Taqman® Gene Expression Assay SOX2, 
Hs01053049_s1 
Applied Biosystems, Darmstadt 
Tabelle 2.3: Master-Mix und genspezifische Assays der qRT-PCR 
 
GAPDH fwd 5´-ACCCACTCCTCCACCTTTGAC-3´ 
GAPDH rev 5´-CATACCAGGAAATGAGCTTGACAA-3` 
Sonde 5´ -CTGGCATTGCCCTCAACGACCA-3´ 
Tabelle 2.4: GAPDH human, Primer und Sonde. 
 
GAPDH fwd 5’-ACCCACTCCTCCACCTTTGAC-3’ 
GAPDH rev 5’-CATACCAGGAAATGAGCTTGACAA-3’ 
Sonde 5’-CTGGCATTGCCCTCAACGACCA-3’ 
Tabelle 2.5: GAPDH Ratte, Primer und Sonde. 
 
Die Proben wurden jeweils in Duplikaten angesetzt. Als Negativkontrolle diente 
die Non-Template-Control (NTC), bei der kein cDNA-Template zugegeben wor-
den war. 
Die Amplifikation lief nach folgendem Protokoll: 
1. 2 min. bei 50°C 
2. 10 min. bei 95°C 
3. 15 sek. bei 95°C 
4. 1 min. bei 60°C 
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2.2.3. Proteinanalytische und immunhistologische Methoden 
2.2.3.1. Herstellung von Proteinlysaten 
Um Proteinlysate der adhärenten Zelllinien herzustellen, wurden diese in 
10cm2-Kulturschalen ausgesät, im Brutschrank inkubiert und bei 80-100%-iger 
Konfluenz zunächst mit PBS gewaschen. 250 μl eines Lysepuffers (Zusam-
mensetzung s. Kapitel 2.1.3) wurden auf die Zellen gegeben, die dann mit ei-
nem Zellschaber geerntet und in auf Eis gelagerte Reaktionsgefäße überführt 
werden konnten. 
 
2.2.3.2. Proteinkonzentrationsbestimmung 
Um die Proteinkonzentration in Lysaten zu bestimmen, kam die Methode nach 
Lowry zum Einsatz (56). Hierbei entstehen in alkalischer Lösung in einem ers-
ten Schritt blau-violette Komplexe zwischen Peptidbindungen und im Reagenz 
enthaltenen Cu2+-Ionen (sogenannte Biuretreaktion). Es folgt die Reduktion von 
Cu2+ zu Cu+, wobei Letzteres wiederum die im Folin-Ciocalteau’s-Reagenz 
(Folin-Reagenz) enthaltenen Molybdän(VI)- und Wolfram(VI)- Heteropolysäuren 
reduziert. Dies bewirkt einen Farbumschlag der gelbfarbenen Folin-Reagenz 
nach blau. Bei einer Wellenlänge von 750 nm wird die Extinktion gemessen, die 
sich proportional zur Konzentration des Protein-Kupfer-Komplexes und damit zu 
der des enthaltenen Proteins verhält. Unter Zuhilfenahme einer Standard-
Eichkurve mit bovinem Serum-Albumin (BSA) mit Konzentrationen von 0 bis 
1100 μg/ml Protein kann der Proteingehalt der einzelnen Proben bestimmt wer-
den. 
In vorliegender Arbeit wurde der BioRad DC Protein Assay der Firma BioRad 
nach dessen Angaben verwendet. 
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2.2.3.3. Immunoblot (Western Blot) 
In  vorliegender Arbeit wurde der Western Blot eingesetzt, bei dem mit Hilfe 
spezifischer Antikörper das Vorhandensein bestimmter Proteine in einem Ge-
webe- oder Zelllysat überprüft werden kann. 
Die Proteine eines Lysats wurden nach ihrem Molekulargewicht mit Hilfe einer 
SDS-Page (Sodium-Dodecyl-Sulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) aufge-
trennt, um dann elektrophoretisch vom Gel auf eine Nitrocellulose-Membran 
aufgebracht und immobilisiert zu werden. 
Zur biochemischen Detektion des zu untersuchenden Proteins wurden ein ge-
gen eben dieses gerichteter Primärantikörper sowie ein gegen den Primäranti-
körper gerichteter Peroxidase-gekoppelter Sekundärantikörper verwendet. Das 
im verwendeten SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate-Kit des 
Herstellers Pierce enthaltene Luminol wird durch die Peroxidase oxidiert, so-
dass die dabei entstehende Lichtenergie auf einem Röntgenfilm gemessen 
werden kann. Diese Lichtemission verhält sich innerhalb eines linearen Berei-
ches proportional zu der Menge des gebundenen Sekundärantikörpers, folglich 
auch zu der auf der Membran vorhandenen Proteinmenge. 
 
Vorbereitung der Proben 
Zunächst wurden die Lysate – unter Zuhilfenahme der Messdaten des Lowry – 
durch Verdünnung mit dem verwendeten Lysepuffer auf identische Proteinend-
konzentrationen gebracht, sodass jeweils 25 µl auf das Gel aufgetragen werden 
konnten. 
Nachdem die Proteine durch die Zugabe von 10 µl 5xSDS-Mercapto-
auftragspuffer und eine 5-minütige Inkubation bei 95°C denaturiert worden wa-
ren, erfolgte eine vierminütige Zentrifugation bei 2000 rpm. 
Bis zum Gelauftrag wurden die Proben auf Eis gelagert. 
 
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Um Proteine anhand ihres spezifischen Molekulargewichtes aufzutrennen, wur-
de die diskontinuierliche vertikale SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach 
Laemmli verwandt. Das anionische SDS lagert sich an hydrophobe Regionen 
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der denaturierten Proteine an, wodurch es zur Maskierung der Eigenladung der 
Proteine kommt. Daher resultiert eine dem Molekulargewicht entsprechende 
Wanderung im elektrischen Feld. 
Das SDS-Polyacrylamid-Gel setzt sich aus zwei in pH-Wert und Polyacrylamid-
Konzentration unterschiedlichen Schichten zusammen. Die Proben werden in 
Taschen der ersten Schicht eingebracht, des so genannten Sammelgels, wel-
ches zur Konzentrierung der Proben vor dem Eintritt in die zweite Schicht dient, 
dem Trenngel, in dem die Auftrennung der Proteine anhand ihres Molekularge-
wichtes erfolgt. 
Trenngel Sammelgel 
4,66 ml Acrylamid 830 μl Acrylamid 
3,5 ml Lower Tris 1,25 ml Upper Tris 
5,84 ml Aqua dest. 2,92 ml Aqua dest. 
100 μl APS 40 μl APS 
20 μl Tremed 10 μl Tremed 
Tabelle 2.6: Zusammensetzung der verwendeten Gele 
 
Das Gel wurde in eine mit 1x SDS-Laufpuffer gefüllte Elektrophoresekammer 
eingesetzt und die Geltaschen mit jeweils 25 μl der Proben sowie 5 μl des Mo-
lekulargewichtsstandards BlueRange®Prestained Protein Marker Mix der Firma 
Pierce befüllt. Die Elektrophorese lief etwa 1,5 Stunden bei 120 V, bis das unte-
re Ende des Gels vom Probenpuffer erreicht worden war. 
 
Transfer und Immobilisierung 
Nachdem das Sammel- vom Trenngel abgetrennt worden war, wurde letzteres 
circa 10-15 min. in Blotpuffer gewaschen. Die zur Herstellung des „Blot-
Sandwiches“ benötigten Schwämme, Filterpapiere sowie die Nitrozellulose-
Membran (Schleicher & Schüll, Düsseldorf)  wurden ebenfalls in Blotpuffer in-
kubiert. Das fertige Sandwich, das mit der Membran zur Anode und mit dem 
Gel zur Kathode ausgerichtet, luftblasenfrei zusammengesetzt worden war, 
wurde in die Blotkammer eingesetzt. Nun folgte der Transfer bei 4°C, 100 V und 
0,25 mA für eine Stunde. Um den erfolgreichen Proteintransfer zu sichern, wur-
de anschließend eine Ponceau-S-Färbung durchgeführt. Als Azofarbstoff bindet 
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dieser reversibel an positiv geladene Aminosäurereste. Zur Entfärbung wurde 
mit 1x TST-Puffer gewaschen. 
 
Detektion der Proteine 
Vor dem Aufbringen des Primärantikörpers auf die Nitrozellulosemembran wur-
den unspezifische Proteinbindungsstellen über eine mindestens 30-minütige 
Inkubation mit 5%igem Magermilchpulver in 1x TST-Puffer (MMP-TST) 
abgesättigt. Ein in geeigneter Verdünnung in MMP-TST hergestellter Primäran-
tikörper wurde über Nacht bei 4°C auf einem Rotorsystem (Roto-Shake Genie, 
Scientific Industries) inkubiert. Es folgte ein Waschschritt mit 1x TST-Puffer 
(3x10 min.) zur Entfernung unspezifisch gebundener Antikörper. Vor der ein-
stündigen Inkubation des in geeigneter Verdünnung in MMP-TST hergestellten 
Peroxidase-konjugierten, Spezies-spezifischen Sekundärantikörpers erfolgte 
wiederum ein Blockierungsschritt mit MMP-TST für mindestens 30 min.. Nach 
einem erneuten  Waschschritt mit 1x TST-Puffer (3x10 min.) wurden die Anti-
gen-Antikörper-Komplexe mit Hilfe des SuperSignal® West Pico 
Chemiluminescent Substrate-Kits der Firma Pharmedica Biotech sichtbar ge-
macht. Dabei handelt es sich um eine Chemilumineszens-Reaktion, bei der es 
in Gegenwart von Wasserstoffperoxid zur Oxidation von Luminol kommt. Kata-
lysiert wird dieser Schritt durch die am Sekundär-Antikörper gebundene 
Merrettich-Peroxidase. Die entstehende Lichtemmission, die proportional zum 
gebundenen Sekundärantikörper, folglich zur Menge vorhandenen Proteins, ist, 
kann auf einem Röntgenfilm als Schwarzfärbung detektiert werden. Die Memb-
ran wurde für 3 min. mit aus den Detergenzien A und B (1:40) frisch hergestell-
ter Reaktionslösung unter stetigem Schwenken inkubiert. Unmittelbar im An-
schluss wurde ein Röntgenfilm (CRONEX, Agfa, Mortsel, Belgien) mit verschie-
denen Expositionszeiten (1 sek. bis 1 h) belichtet. 
Um einen gleichmäßigen Probenauftrag sicherzustellen und zur späteren Quan-
tifizierung wurde eine Kontrolle mit dem housekeeping-Genprodukt ß-Aktin 
durchgeführt. Zunächst wurden durch eine 15-minütige Inkubation bei Raum-
temperatur mit einer denaturierenden Substanz (Stripping-Puffer) die zuvor ge-
bundenen Antiköper wieder entfernt. Nach dem gründlichen Waschen mit 1x 
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TST-Puffer (3x10 min.) erfolgte der ß-Aktin-Nachweis analog zu oben beschrie-
benem Protokoll. 
 
2.2.3.4. Indirekte Immunfluoreszenz 
Um die Expression bestimmter Proteine an adhärenten Zellen darzustellen, 
wurde die Immunhistologie mit Fluoreszenz durchgeführt. 
Dazu wurden zunächst 1*105 Zellen auf sterilen, zusätzlich mit 70%igem Etha-
nol gereinigten Deckgläschen, die in Six-Well-Schalen gelegt worden waren, 
ausgesät und bei 37°C und 5% CO2 in gesättigter H2O-Atmosphäre inkubiert. 
Sobald die Zellkulturen die gewünschte Semi-Konfluenz erreicht hatten (i.d.R. 
nach einem Tag), wurden die Zellen nach Absaugen des DMEM (+/+)-
Kulturmediums und anschließendem zweimaligem Waschen mit PBS 10 min. 
mit 3,7%-igem Paraformaldehyd in 1x PBS-Puffer fixiert. Nach zwei weiteren 
Waschschritten mit PBS wurden die Zellmembranen 5 min. mit 0,1%-igem Tri-
ton-PBS permeabilisiert, um die Anfärbung intrazellulärer Proteine zu ermögli-
chen. Wieder folgten zwei Waschgänge mit PBS, daraufhin wurden mittels 
0,5%-igem BSA-PBS unspezifische Antikörperbindungsstellen abgesättigt. Der 
gewünschte Primärantikörper wurde in geeigneter Verdünnung in 0,5%-igem 
BSA-PBS hergestellt. Von dieser Lösung wurden 150-180 μl vorsichtig auf je-
weils ein Deckgläschen gegeben, so dass sich die Flüssigkeit durch die Ober-
flächenspannung auf dem Gläschen hielt, ohne herunterzulaufen. Es folgte eine 
Inkubation über Nacht bei 4°C. 
Zum Entfernen der Antikörperlösung wurden die Deckgläschen zwei Mal mit 
PBS gewaschen. Anschließend erfolgte die Blockierung unspezifischer Bin-
dungsstellen mit 0,5%-igem BSA-PBS für 20 min.. Ein in geeigneter Verdün-
nung in 0,5%-igem BSA-PBS hergestellter Sekundärantikörper wurde analog 
zum Primärantikörper aufgebracht und eine Stunde bei Raumtemperatur inku-
biert. Ab dem Auftragen des Sekundärantikörpers war zum Schutz des an die-
sen gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffes eine Verdunkelung der Präparate not-
wendig. Nach drei Waschgängen à 5 min. mit PBS erfolgte die Kern-Färbung 
mit dem Hoechst 33258-Farbstoff (1mg/ml) für 1 min.. 
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Nachdem die Deckgläschen mit Aqua dest. gespült worden waren, konnten sie 
mit Fluoromount-Eindeckmedium fixiert werden. Dazu wurde jeweils ein Tropfen 
Fluoromont auf einen Objektträger gegeben, das Deckgläschen luftblasenfrei 
darauf aufgelegt und das Ganze mit Filterpapier getrocknet. Nach etwa einer 
Stunde konnte das Präparat mit Nagellack versiegelt werden. 
 
2.3. Statistik 
Die statistische Auswertung erfolgte mittels des Student T-Test. Signifikant wa-
ren dabei alle Ergebnisse mit p<0,05 im T-Test, hoch signifikant diejenigen mit 
p<0,01, höchst signifikant jene mit p<0,005. 
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3. Ergebnisse 
3.1 SOX2-Knockdown in U373MG-Zellen 
Zur Untersuchung der möglichen Auswirkungen des SOX2-Expressionslevels 
auf morphologische Charakteristika, die Proliferations- und Koloniebildungsei-
genschaften, sowie auf die Expression von SOX2-Target-Genen, wurden ver-
gleichende Versuche an SOX2-exprimierenden Zellen und solchen, bei denen 
die Expression supprimiert worden war, durchgeführt. 
Dazu wurde zunächst die SOX2-Expression acht verschiedener etablierter hu-
maner Glioblastomzelllinien mittels indirekter Immunfluoreszenz untersucht. Da 
sich die höchste Expression in der U373MG-Zelllinie zeigte (s. Abb. 3.1A), wur-
de mit dieser weitergearbeitet. 
Durch stabile Transfektion mit SureSilencing™ shRNA (Vektorkarte s. Anhang) 
wurde in den U373MG-Zellen ein stabiler Knockdown generiert; in vorliegender 
Arbeit wurde mit den Klonen SOXKO_1.3 und SOXKO_1.1 gearbeitet.  
Der Knockdown wurde im Western Blot verifiziert: die transfizierten Klone 
SOXKO_1.3 und SOXKO_1.1 wiesen einem mit einer nicht-kodierenden Zu-
falls-Sequenz transfizierten Kontrollklon (als SOXKO_control bezeichnet) ge-
genüber eine SOX2-Restexpression von 17 bzw. 18,2 % auf (s. Abb. 3.1B/C).
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_____________________________________________________________________ 
Abbildung 3.1: SOX2-Status in U373MG-Zelllinie und U373MG-Knockdown-Klonen. 
A: Indirekte Immunfluoreszenz an U373MG-Zellen. 
Die Hoechst-Färbung zeigt den Nukleus. In der SOX2-Färbung ist deutlich ein 
kernständiges Fluoreszenzsignal erkennbar. Merge: Übereinanderlagerung bei-
der Färbungen. 
B: Relative SOX2-Expression auf mRNA-Ebene 
in den U373MG-Knockdown-Klonen SOXKO_1.3 und SOXKO_1.1 versus 
SOXKO_control in der qRT-PCR. 
C: SOX2-Expression auf Protein-Ebene 
in den U373MG-Knockdown-Klonen SOXKO_1.3 und SOXKO_1.1 versus 
SOXKO_control im Western Blot. 
[Daten freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Kathrin Weber] 
 
  
Hoechst 
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3.1.1 Morphologie 
3.1.1.1 Morphologie in der Zellkultur 
Bei der lichtmikroskopischen Betrachtung der U373MG-Knockdown-Klone lie-
ßen sich geringe Unterschiede in der Morphologie feststellen: SOXKO_control 
wies im Vergleich zu den Knockdown-Klonen ein homogeneres Wachstums-
muster mit spindelförmigen Zellen auf. Die Populationen der Klone SOXKO_1.3 
und SOXKO_1.1 zeigten sich in ihrer Zellform heterogener. 
Auch beim Mikroskopieren von mit Coomassie-Brillant-Blau gefärbten Zellkultu-
ren fiel dieses unterschiedliche Wachstumsmuster auf (s. Abb. 3.2). Das darge-
stellte Phänomen war vor allem in niedrigeren Passagen auffällig; in höheren 
Passagen verloren sich die Differenzen zunehmend. 
 
_____________________________________________________________________ 
Abbildung 3.2: Wachstumsmuster der U373MG-Knockdown-Klone in der Zellkultur. 
a-c: SOXKO_control, d-f: SOXKO_1.3, g-i: SOXKO_1.1 
a, b, d, e, g, h: ungefärbte Zellkulturen. 
c, f, i: mit Coomassie-Brillant-Blau angefärbte Zellkulturen. 
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3.1.1.2 Bestimmung der Zellgröße 
Zur weiteren Untersuchung morphologischer Charakteristika der U373MG-
Klone wurde die Zellgröße mit Hilfe eines CASY®1 Model DT-Zellzählers (s. 
Kapitel 2.2.1.8.) bestimmt. 
Die mittlere Zellgröße betrug für SOXKO_control und SOXKO_1.1 21 μm, für 
SOXKO_1.3 22 μm, wobei ein statistisch signifikanter Unterschied nicht festge-
stellt werden konnte (s. Abb. 3.3). 
 
_____________________________________________ 
Abbildung 3.3: Mittlere Zellgröße der U373-MG-Klone. 
 
 
 
3.1.2 Proliferationseigenschaften 
3.1.2.1 Neubauer-Zählkammer 
Die Auswirkungen des SOX2-Knockdowns auf die Proliferation wurden unter-
sucht, indem Zellpopulationen der U373MG-Klone SOXKO_control, 
SOXKO_1.3 und SOXKO_1.1 zu definierten Zeitpunkten mit der Neubauer-
Zählkammer ausgezählt wurden. Zu diesem Zweck wurden zum Zeitpunkt Null 
pro Klon jeweils 1*105 Zellen in Petrischalen mit 10 cm Durchmesser ausplat-
tiert und im Brutschrank inkubiert. Nach jeweils 24, 48 und 72 Stunden wurden 
diese wie in Kapitel 2.2.1.6 beschrieben ausgezählt. Um den Fehler zu minimie-
ren, wurde pro Klon und Zeitpunkt mit je vier Ansätzen gearbeitet, aus denen 
der jeweilige Mittelwert berechnet wurde. 
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Dabei zeigte sich bereits für den 24-h-Wert ein Trend zu einer niedrigeren Proli-
ferationsrate der Knockdown-Klone gegenüber dem Kontrollklon. Dieser Trend 
verstärkte sich über die Zeit, sodass in den 48- und 72-h-Werten für 
SOXKO_1.1 eine signifikant geringere, für SOXKO_1.3 eine hoch signifikant 
geringere Proliferation im Vergleich zu SOXKO_control gemessen wurde (s. 
Abb. 3.4). 
 
_____________________________________________________________________ 
Abbildung 3.4: Relative Proliferation der U373MG-Knockdown-Klone im Neubauer-
Zählversuch über 72 Stunden. 
(*= p<0,05; **=p<0,01) 
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3.1.2.2 MTT-Assay 
Des Weiteren kam zur Validierung der beobachteten Suppression der Prolifera-
tion durch den SOX2-Knockdown der MTT-Assay zum Einsatz, dessen Ergeb-
nisse diejenigen des Neubauer-Zählversuchs bestätigten. Auch hier zeichnete 
sich bereits im 24-h-Wert eine Verringerung der Proliferationsrate in den 
Knockdown-Klonen ab. Im 48- und 72-h-Wert zeigte sich dann eine statistisch 
höchst-signifikante Fortsetzung dieses Trends (s. Abb. 3.5). 
 
_____________________________________________________________________ 
Abbildung 3.5: Relative Proliferationsrate der U373MG-Knockdown-Klone im MTT-
Assay über 72 Stunden. 
(***=p<0,005) 
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3.1.3 Koloniebildungseigenschaften 
Um zu eruieren, ob der SOX2-Expressionsstatus auf Stammzelleigenschaften 
Einfluss nimmt, wurden Koloniebildungseigenschaften der U373MG-
Zellpopulationen mittels des unter 2.2.1.9 erläuterten Methylcellulose-Assays 
untersucht. 
Bei der Bestimmung der prozentualen Koloniebildungsrate (Gebildete Kolo-
nien/Ausgesäte Zellzahl x 100) zeigte sich im t-Test eine statistisch signifikant 
höhere Koloniebildungsrate für den Kontrollklon SOXKO_control (19,25-
19,87%) gegenüber den Knockdown-Klonen SOXKO_1.3 (11,21-12,50%) und 
SOXKO_1.1 (13,00-13,58%) bei 165 bzw. 200 ausgesäten Zellen (s. Abb. 3.6). 
 
_____________________________________________________________________ 
Abbildung 3.6: Relative Koloniebildungsrate der U373MG-Knockdown-Klone vs. 
SOXKO_control im Methylcellulose-Assay bei 165 und 200 ausgesäten Zellen. 
(*= p<0,05) 
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3.1.4 SOX2-Downstream-Gene 
Zur Untersuchung möglicher Downstream-Effekte des SOX2 in den U373MG-
Knockdown-Klonen wurde die Expression verschiedener Target-Gene des 
SOX2, nämlich NOTCH1 und GFAP, untersucht. Zum Einsatz kamen dabei die 
quantitative RT-PCR, die indirekte Immunhistologie mit Fluoreszenz sowie der 
Western Blot. Ein Vorhandensein solcher Downstream-Effekte würde belegen, 
dass der SOX2-Knockdown tatsächlich funktionelle Auswirkungen auf zellulärer 
Ebene hätte. 
 
3.1.4.1 NOTCH1 
Genprodukte der NOTCH-Familie spielen als Mitglieder evolutionär konservier-
ter Signalwege, die für interzelluläre Interaktionen in Zellverbänden kodieren, 
eine Rolle bei der Zelldifferenzierung neuronaler Gewebe (75). 
In mehreren Studien zeigte sich eine Überexpression von NOTCH1 sowohl in 
Glioblastom-Zelllinien als auch in primären Zellkulturen humaner Glioblastome, 
wobei eine Down-Regulation von NOTCH1 in diesen Zelllinien zu geringerer 
Proliferation und Apoptose führte (75,79). 
In der Literatur wurde NOTCH1 bereits als SOX2-Downstream-Target be-
schrieben (5). 
Hier wurden die Expressionslevel von NOTCH1 in den U373MG-Klonen mittels 
quantitativer RT-PCR untersucht. 
 
Quantitative RT-PCR 
In der differentiellen Genanalyse wiesen die Knockdown-Klone im Vergleich 
zum Kontrollklon SOXKO_control ein hoch signifikant geringeres NOTCH1-
Expressionslevel auf (s. Abb. 3.7). 
SOX2 in Glioblastomen │54 
 
 
_____________________________________________________________________ 
Abbildung 3.7: Relative NOTCH1-Expression der U373MG-Knockdown-Klone 
SOXKO_1.1 und SOXKO_1.3 vs. SOXKO_control in der quantitativen RT-PCR. 
(**=p<0,01) 
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3.1.4.2 GFAP 
GFAP dient als für ein Intermediärfilament kodierendes Gen als Marker für diffe-
renzierte Astrozyten; somit zur Unterscheidung von anderen, sich differenzie-
renden glialen Zellen. 
Die GFAP-Expressionslevel wurden auf mRNA-Ebene mittels quantitativer RT-
PCR, auf Proteinebene mittels indirekter Immunhistologie mit Fluoreszenz und 
Western Blot untersucht. 
 
Quantitative RT-PCR 
In der differentiellen Expressionsanalyse mittels quantitativer RT-PCR konnte 
eine statistisch hoch-signifikant reduzierte GFAP-Expression bei den Kontroll-
klonen SOXKO_1.1 (43%) und SOXKO_1.3 (23%) gegenüber dem Kontrollklon 
SOXKO_control (100%) festgestellt werden (s. Abb. 3.8). 
 
_____________________________________________________________________ 
Abbildung 3.8: Relative GFAP-Expression der U373MG-Knockdown-Klone 
SOXKO_1.1 und SOXKO_1.3 vs. SOXKO_control in der quantitativen RT-PCR. 
(**=p<0,01) 
 
Indirekte Immunhistologie mit Fluoreszenz 
Die geringere GFAP-Expression der Knockdown-Klone konnte zudem auch auf 
Proteinebene in der indirekten Immunhistologie mit Fluoreszenz bestätigt wer-
den. 
Bei der Betrachtung der Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop war bei allen 
drei untersuchten Zellpopulationen ein GFAP-Signal sichtbar, wobei der Kont-
rollklon SOXKO_control ein zwar geringfügig, aber dennoch erkennbar stärke-
res aufwies (s. Abb. 3.9). 
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_____________________________________________________________________ 
Abbildung 3.9: Immunzytochemischer Nachweis der GFAP-Expression in U373MG-
Klonen SOXKO_control, SOXKO_1.3 und SOXKO_1.1. 
Färbung mit dem Primärantikörper 20334 (anti-GFAP) und TRITC-konjugiertem Se-
kundärantikörper T6778 (rotes Fluoreszenz-Signal) und kernständiger Hoechst-
Färbung (blaues Fluoreszenz-Signal). 
 
Western Blot 
Um die GFAP-Expressionslevel auf Proteinebene quantifizieren zu können, 
wurden zusätzlich zur indirekten Immunhistologie mit Fluoreszenz Western 
Blots durchgeführt. 
Bei diesen Experimenten ergab sich ebenfalls eine um 53% signifikant schwä-
chere GFAP-Expression für den Klon SOXKO_1.1 versus SOXKO_control. Für 
den Klon SOXKO_1.3 konnte eine 33%ig geringere Expression gezeigt werden, 
die allerdings nicht statistisch signifikant ist (s. Abb. 3.10). 
  
A         B 
_____________________________________________________________________ 
Abbildung 3.10: Immunchemischer Nachweis von GFAP und dem housekeeping-
Genprodukt β-AKTIN in U373MG-Klonen im Western Blot. 
A: Foto des Trenngels. B: Relative GFAP-Expression nach Quantifizierung der Ex-
pression mittels der Software „Gel-Pro-Analyzer“ der Firma Media Cybernetics. 
(*= p<0,05) 
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3.1.5 SOX2-Statusbestimmung 
Während der Versuchsreihen wurden mittels quantitativer RT-PCR regelmäßig 
Kontrollen des SOX2-Knockdownstatus durchgeführt, um eben diesen im Ver-
lauf sicherzustellen. Die Ergebnisse bestätigten einen konstant-stabilen SOX2-
Knockdown in den U373MG-Zellen, sodass die Unterschiede in den untersuch-
ten Eigenschaften mit großer Wahrscheinlichkeit auf eben diesen Knockdown 
zurückgeführt werden können. 
_____________________________________________________________________ 
Abbildung 3.11: Relative SOX2-Expression der U373MG-Knockdown-Klone 
SOXKO_1.1 und SOXKO_1.3 vs. SOXKO_control in der quantitativen RT-PCR. 
(*= p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,005) 
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3.2 SOX2-Überexpression in U87MG-Zellen 
Zur Bekräftigung der Untersuchungsergebnisse des SOX2-Knockdowns in 
U373MG-Zellen wurde an ursprünglich nicht SOX2-exprimierenden Zellen der 
etablierten humanen Glioblastomzelllinie U87MG eine spiegelbildlich angelegte 
Überexpressions-Studie durchgeführt. 
Mittels einer konventionellen RT-PCR an U87MG-Zellen konnte die hier fehlen-
de SOX2-Expression gezeigt werden (s. Abb. 3.12A). 
Zellen dieser Zelllinie wurden mit dem Plasmid pcDNA3.1/myc-His A (Vektor-
karte s. Anhang), in welches die SOX2-Gensequenz in Position KpnI-XhoI ein-
gebracht worden war, stabil transfiziert. Die erfolgreiche Transfektion konnte 
mittels konventioneller und quantitativer RT-PCR auf mRNA-Ebene sowie mit-
tels Western Blot und indirekter Immunhistologie mit Fluoreszenz auf Protein-
ebene nachgewiesen werden (s. Abb. 3.12). 
In dieser Arbeit wurde mit den Überexpressions-Klonen SOXUP_7, SOXUP_27, 
SOXUP_38 und SOXUP_44 sowie dem Kontrollklon SOXUP_control (mit einem 
eine nicht-kodierende Zufallssequenz tragenden Leervektor transfizierter Klon) 
gearbeitet. 
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_____________________________________________________________________ 
Abbildung 3.12: s. Legende auf der folgenden Seite. 
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Abbildung 3.12: SOX2-Status in U87MG-Zellen und den stabil transfizierten U87MG-
Überexpressionsklonen. 
A: Konventionelle RT-PCR. Die U87MG-Zellen sowie die U87MG-Negativkontrollen 
(Leervektoren)  exprimieren kein SOX2, während die U87MG-Überexpressionsklone 
sowie die als Positivkontrolle aufgetragenen U373MG-Zellen ein deutliches SOX2-
Signal zeigen. 
B: Indirekte Immunfluoreszenz. Von rechts nach links: Hoechst-Kernfärbung, SOX2-
Färbung, merge: Übereinanderlagerung der beiden vorigen Bilder. Der U87MG-
Überexpressionsklon SOXUP_27 (hier als K27 bezeichnet) zeigt im Gegensatz zu 
U87MG Leervektor-Klon SOXUP_control (hier als Leervektor bezeichnet) ein deutlich 
kernständiges SOX2-Signal (rot). 
C: Western Blot. Die als Positivkontrolle dienenden U373MG-Zellen sowie die U87MG 
Überexpressionsklone zeigen eine SOX2-typische Bande bei 34 kDa, während bei 
dem U87MG-Leervektor SOXUP_control keine Bande sichtbar ist. 
[Daten freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Kathrin Weber] 
 
Eine nachträgliche Überprüfung der in die Überexpressions-Klone eingebrachte 
Gensequenz zeigte, dass diese nicht zu 100% dem humanen, in den U373MG-
Zellen exprimierten SOX2 entsprach. Humanes SOX2 besitzt 317 Aminosäu-
ren; in einer durchgeführten Gensequenzierung der zur stabilen Transfektion in 
den U87MG-Zellen verwendeten DNA sind insgesamt fünf Punktmutationen, 
darunter drei Aminosäureaustausche sowie zwei stille Mutationen, nachgewie-
sen worden (s. Tab. 3.1). 
Aminosäure Punktmutation Auswirkung 
71 (ATC)(ACC) 
IsoleucinThreonin 
HMG-Box 
neutral, unpolarneutral, polar 
86 (GAG) (GGG) 
GlutaminsäureGlycin 
HMG-Box 
sauer, polarneutral, unpolar 
143 (GTC)(GTT) still 
152 (GGC)(GAC) 
GlycinAsparaginsäure 
neutral, unpolarsauer, polar 
277 (TAT)(TAC) still 
Tabelle 3.1: In der Gensequenzierung nachgewiesene Punktmutationen in der zur 
stabilen Transfektion der U87MG-Klone benutzten SOX2-Gensequenz. 
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3.2.1 Morphologie 
3.2.1.1 Bestimmung der Zellgröße 
Mit Hilfe der CASY-Technologie wurden die Zellgrößen der U87MG-
Überexpressionsklone SOXUP_7, SOXUP_27, SOXUP_38 und SOXUP_44 im 
Vergleich zum Kontrollklon SOXUP_control bestimmt. 
Hierbei zeigte sich ein geringeres mittleres Zellvolumen für die Überexpressi-
onsklone, wobei die Ergebnisse für die Klone SOXUP_7, SOXUP_38 und 
SOXUP_44 im t-Test statistische Signifikanz aufwiesen. 
 
_______________________________________________________________ 
Abbildung 3.13: Vergleich der Zellvolumina der U87MG-Überexpressionsklone 
SOXUP_7, SOXUP_27, SOXUP_38 und SOXUP_44 im Vergleich zum U87MG-
Kontrollklon SOXUP_control. 
(*= p<0,05) 
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3.2.2 Proliferationseigenschaften 
3.2.2.1 Neubauer-Zählkammer 
Analog zur Untersuchung der Proliferationseigenschaften bei den U373MG-
Klonen wurde auch bei den U87MG-Überexpressionsklonen SOXUP_7, 
SOXUP_27, SOXUP_38 und SOXUP_44 versus SOXUP_control der Neu-
bauer-Zählkammer-Versuch durchgeführt. 
Hierbei ergab sich unter einer SOX2-Überexpression eine höhere relative Proli-
ferationsrate gegenüber dem Kontrollklon. Dieser Effekt verstärkte sich über die 
Zeit. Statistische Signifikanzen variierten je nach Klon und Zeitintervall; im 72-
Stunden-Wert wiesen alle Überexpressionsklone eine statistisch signifikant hö-
here Proliferation gegenüber SOXUP_control auf (s. Abb. 3.14). 
 
_____________________________________________________________________ 
Abbildung 3.14: Relative Proliferation der U87MG-Klone im Neubauer-Zählversuch 
über 72 Stunden. 
(*= p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,005) 
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3.2.2.2 MTT-Assay 
Ebenfalls in Analogie zu den Versuchen mit den U373MG-Klonen wurde der 
MTT-Assay mit den U87MG-Überexpressionsklonen SOXUP_7, SOXUP_27, 
SOXUP_38 und SOXUP_44 versus SOXUP_control durchgeführt. 
Auch hier zeigte sich der Trend zu einer höheren relativen Proliferationsrate der 
Überexpressionsklone gegenüber dem Kontrollklon. Dieser Effekt war allerdings 
vor allem bei dem Klonen SOXUP_38 und SOXUP_44 weniger stark ausge-
prägt. Darüber hinaus kann eine statistische Signifikanz lediglich für den Klon 
SOXUP_27 festgehalten werden (s. Abb. 3.15). 
 
_____________________________________________________________________ 
Abbildung 3.15: Relative Proliferationsrate der U87MG-Überexpressionsklone 
SOXUP_7, SOXUP_27, SOXUP_38 und SOXUP_44 versus SOXUP_control im MTT-
Assay. 
(*= p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,005) 
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3.2.3 SOX2-Downstream-Gene 
3.2.3.1 NOTCH-1 
 
Quantitative RT-PCR 
Genau wie bei den U373MG-Klonen wurden auch hier die Effekte der SOX2-
Überexpression auf NOTCH1 als ein Target-Gen des untersuchten Transkripti-
onsfaktors mittels quantitativer RT-PCR untersucht. 
Dabei stellte sich eine für SOXUP_27, SOXUP_38 und SOXUP_44 signifikant 
geringere Expressionsrate dar. SOXUP_7 wies ebenfalls eine geringere Rate 
auf; dies erwies sich jedoch als statistisch nicht signifikant (s. Abb. 3.16). 
 
_____________________________________________________________________ 
Abbildung 3.16: Relative NOTCH1-Expression der U87MG-Überexpressionsklone 
SOXUP_7, SOXUP_27, SOXUP_38 und SOXUP_44 versus SOXUP_control in der 
quantitativen RT-PCR. 
(*= p<0,05; ***=p<0,005) 
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3.2.3.2 GFAP 
Indirekte Immunhistologie mit Fluoreszenz 
Zur Untersuchung des GFAP- in Abhängigkeit vom SOX2-Expressionsstatus 
außerdem eine indirekte Immunhistologie mit Fluoreszenz durchgeführt. Es 
wurden Färbungen an Zellen des U87MG-Kontrollklons SOXUP_control, des 
U87MG-Überexpressionsklons SOXUP_27 sowie des U373MG-Kontrollklons 
SOXKO_control hergestellt. 
Wie erwartet ist in den SOXUP_27- sowie in den SOXKO_control-Zellen das 
kernständige grün fluoreszierende SOX2-Signal deutlich sichtbar, im Gegensatz 
zu den U87MG-Kontrollklon-Zellen. Das rot fluoreszierende zytoskelettale 
GFAP-Signal weist ausschließlich der U373MG-Kontrollklon SOXKO_control 
auf (s. Abb. 3.17). 
_____________________________________________________________________ 
Abbildung 3.17: Indirekte Immunhistologie mit Fluoreszenz. 
Erste Spalte: Hoechst-Kernfärbung. Zweite Spalte: Färbung mit Primärantikörper anti-
SOX2 und Cy3-konjugiertem Sekundärantikörper 115-165-062. Dritte Spalte: Färbung 
mit Primärantikörper anti-GFAP und TRITC-konjugiertem Sekundärantikörper T6778. 
Vierte Spalte: Übereinanderlagerung der Bilder der ersten drei Spalten. 
Obere Reihe: U87MG-Kontrollklon SOXUP_control. Mittlere Reihe: U87MG-
Überexpressionsklon SOXUP_27. Untere Reihe: U373MG-Kontrollklon 
SOXKO_control. 
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3.2.4 SOX2-Statusbestimmung 
Um im Verlauf der Experimente das SOX2-Expressionslevel zu validieren, wur-
de dieser mittels konventioneller RT-PCR regelmäßig bestimmt. Dabei zeigte 
sich eine konstante Überexpression des Transkriptionsfaktors (s. Abb. 3.18). 
 
_____________________________________________________________________ 
Abbildung 3.18: SOX2-Expression in U87MG-Zellen in der konventionellen RT-PCR. 
SOX2-mRNA kann in den U87MG-Überexpressionsklonen nachgewiesen werden, der 
Kontrollklon SOXUP_control exprimiert kein SOX2.  NTC=Non-template-control. 
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3.3 SOX2-Statusbestimmung in C6TL-Zellen 
Neben der humanen Zelllinie U373MG und U87MG wird in der Tumorforschung 
auch häufig die Gliomzellinie C6 aus der Ratte eingesetzt. Diese eignet sich 
insbesondere für in-vivo-Versuche, z.B. im Rahmen von Xenotransplantaten in 
das Gehirn von Nacktmäusen (71), da sich dort ein dem humanen Gliom ver-
gleichbares Invasionsverhalten zeigt. Für zukünftige Versuche wäre es daher 
von Interesse, den Expressionsstatus von SOX2 in dieser Zelllinie zu ermitteln. 
In vorliegender Arbeit wurde der SOX2-Expressionsstatus in der Rattengliom-
zelllinie C6TL mittels konventioneller RT-PCR, Gen-Sequenzierung, quantitati-
ver RT-PCR und Western Blot untersucht. 
 
3.3.1 Konventionelle RT-PCR 
Zur Untersuchung der SOX2-Expression auf mRNA-Ebene wurde zunächst ei-
ne konventionelle RT-PCR durchgeführt. Hier konnte in den C6TL-Zellen wie 
auch in den als Positivkontrolle mitgeführten U373MG-Klonen SOXKO_control, 
SOXKO_1.3 und SOXKO_1.1, außerdem im nativen Rattenhirn SOX2-mRNA 
nachgewiesen werden. Als Negativkontrolle diente neben der Non-template-
control aus den Rattenfibroblasten Rat I gewonnene mRNA (s. Abb. 3.19). 
 
_____________________________________________________________________ 
Abbildung 3.19: Konventionelle RT-PCR zum SOX2-mRNA-Nachweis in C6TL-Zellen. 
Als Positivkontrollen wurden die U373MG-Klone SOXKO_control, SOXKO_1.3, 
SOXKO_1.1 mitgeführt, als Negativkontrolle die Rattenfibroblasten-Zelllinie Rat I. Auch 
im Rattenhirn konnte SOX2-mRNA nachgewiesen werden. NTC=Non-template-control. 
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3.3.2 Quantitative RT-PCR 
Um das Expressionslevel zu quantifizieren, wurde außerdem eine quantitative 
RT-PCR durchgeführt, wobei als Negativkontrolle die Rattenfibroblasten Rat I, 
die als mesenchymales Gewebe kein SOX2 exprimieren, dienten. 
Die Expressionsanalyse wies eine etwa 250.000%ig höhere SOX2-Expression 
in den C6TL-Zellen gegenüber den Fibroblasten nach (s. Abb. 3.21). 
_____________________________________________________________________ 
Abbildung 3.21: Relative SOX2-Expression in der quantitativen RT-PCR in der C6TL-
Zelllinie vs. Rat I-Fibroblasten. 
 
3.3.3 Western Blot 
Auch auf Proteinebene war im Western-Blot die SOX2-Expression in der C6TL-
Zelllinie nachweisbar; als Positivkontrolle dienten hier nachgewiesenerweise 
SOX2-exprimierende U373MG-Zellen (s. Abb. 3.22). 
_____________________________________________________________________ 
Abbildung 3.22: Immunchemischer Nachweis im Western Blot von SOX2 und dem 
housekeeping-Genprodukt β-AKTIN in der C6TL-Zellinie.  
Als Positivkontrolle ist die U373MG-Zelllinie mitgeführt. 
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4. Diskussion 
Maligne Gliome stellen als WHO-Grad-IV-Tumore des ZNS die häufigste primä-
re intrakranielle Tumorentität des Erwachsenen dar (18). Zugleich haben sich 
diese Tumore als ausgesprochen resistent gegenüber den heute bekannten 
chirurgischen, chemo- und radiotherapeutischen Strategien erwiesen. Die man-
gelhaften therapeutischen Möglichkeiten sowie das aggressive diffus-invasive 
Wachstumsverhalten der Neoplasie weit in umliegendes gesundes Hirnparen-
chym hinein und die hohe Rezidivrate bedingen verheerende Prognosen für die 
betroffenen Patienten mit medianen Überlebensraten von lediglich 14,6 Mona-
ten nach Diagnosestellung trotz leitliniengerechter multimodaler Therapie 
(65,98). 
Vor einigen Jahren konnte eine bestimmte Zellpopulation in Glioblastomen cha-
rakterisiert werden, welche sich einerseits durch Fähigkeiten, die in gesunden 
Geweben adulten neuralen Stammzellen zugeschrieben werden, andererseits 
durch ein tumorigenes Potenzial auszeichnet. Konkret handelt es sich dabei um 
die Fähigkeit zur Selbsterneuerung, zur Differenzierung in verschiedene neuro-
nale Zelltypen (also Multipotenz), sowie zur Initiierung von Tumorwachstum 
nach orthograder Transplantation. Dieser in primären Zellkulturen von vornehm-
lich Glioblastomen und Medulloblastomen nachgewiesene Zelltypus wird als 
Hirn-Tumorstammzelle bezeichnet und mittlerweile als verantwortlich für Initiati-
on, Aufrechterhaltung und Progression des aggressiven Wachstumsverhaltens 
angesehen (27,46,91,105,108,116). Auch in den etablierten humanen 
Gliomzelllinien U373MG und U87MG sowie der Ratten-Gliomzelllinie C6TL 
konnte unter der heterogenen Zellmasse ein Stammzell-ähnlicher Typus – die 
sogenannte Side population – nachgewiesen werden (44,70,108). 
Diese Erkenntnisse haben nicht nur wesentlich zum besseren Verständnis der 
spezifischen Morphologie von Glioblastomen beigetragen, sondern sind auch 
als Gegenstand weiterer Forschung Hoffnungsträger neuer, effektiverer Thera-
piestrategien. 
Um Tumorstammzellen in der heterogenen Tumormasse identifizieren zu kön-
nen, hat man sogenannte Stammzellmarker bestimmt, darunter neben CD133, 
NESTIN, BMI1 und MUSASHI1 auch SOX2 (57). Dieses Protein gehört zu einer 
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Gruppe von Transkriptionsfaktoren, die in verschiedensten Geweben an Ent-
wicklungsprozessen beteiligt sind. Neben SOX2 spielen SOX1 und SOX3, die 
gemeinsam die SOXB1-Gruppe bilden, während früher Entwicklungsphasen 
des ZNS eine Rolle; in späteren Phasen der neuralen Differenzierung werden 
diese Proteine herunter reguliert (110). Sie fungieren als Inhibitor neuronaler 
Differenzierung – und damit als ein wesentlicher Faktor für die Beibehaltung 
eines Stammzell-ähnlichen Status (13). 
Schmitz et al. fanden den Transkriptionsfaktor SOX2 sowohl in Proben huma-
ner Glioblastome als auch in verschiedenen etablierten Gliomzelllinien, u.a. 
U373MG, überexprimiert (74,89); zudem scheinen SOX2-Expression und Ma-
lignitätsgrad von Gliomen positiv miteinander zu korrelieren (57). Eigene Vorar-
beiten am Institut für Neuropathologie der Universität Münster zeigten ebenfalls 
eine SOX2-Überexpression in primären Zellkulturen maligner Gliome, während 
in etablierten Gliomzelllinien eine heterogene SOX2-Verteilung zu finden war. 
So wies die Zelllinie U373MG eine SOX2-Expression auf – im Gegensatz zu 
der ebenfalls untersuchten U87MG-Gliomzelllinie, für die ein SOX2-Nachweis 
weder auf mRNA- noch auf Proteinebene erbracht werden konnte (s. Kapitel 
3.1. und 3.2.). 
Ziel der vorliegenden Arbeit war zum Einen die genauere Untersuchung der 
Funktion des SOX2 in humanen Gliomzelllinien. Dazu wurden die oben erwähn-
ten Zelllinien U373MG und U87MG ausgewählt, da sie sich aufgrund ihres un-
terschiedlichen SOX2-Expressionsstatus sehr gut für die vorgesehenen Ver-
suchsreihen eigneten. In diesen spiegelbildlich angelegten Studien sollte der 
Einfluss des SOX2 auf bestimmte Eigenschaften, die für das Invasionsverhalten 
dieser Tumore maßgeblich sind – beispielsweise Proliferation und Koloniebil-
dung – untersucht werden. Zum Anderen wurde mit Blick auf zukünftige in vivo-
Versuche der SOX2-Expresssionsstatus in der Ratten-Gliomzelllinie C6TL, die 
zu diesem Zweck gut geeignet wäre, bestimmt. 
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4.1. Einfluss von SOX2 auf die Zell-Morphologie 
In der Zellkultur zeigte sich mikroskopisch bei SOX2-Knockdownklonen der 
U373MG-Zelllinie eine heterogenere Morphologie im Vergleich zum Kontrollklon 
mit unbeeinflusster – folglich höherer – SOX2-Expression. 
Dem Transkriptionsfaktor SOX2 kommt eine Bedeutung in der Beibehaltung 
eines Stammzell-ähnlichen Status zu; erst im weiteren Verlauf neuraler Diffe-
renzierung wird die Expression herunter reguliert (110). Vor diesem Hintergrund 
ließe sich die beobachtete morphologische Vielfalt unter einem SOX2-Mangel in 
vitro so interpretieren, dass es in diesen Populationen vermehrt zu Differenzie-
rungen in verschiedene neurale Zelltypen kommt. 
Mit Hilfe der CASY-Technologie (s. Kapitel 2.2.1.8.) wurde die Zellgröße der 
Klone der U373MG- sowie der U87MG-Zelllinie bestimmt. Für die U373MG-
Knockdownklone zeigte sich im Vergleich zum U373MG-Kontrollklon kein signi-
fikanter Unterschied. Die Zellvolumina der  U87MG-Überexpressionsklone wa-
ren im Vergleich zum U87MG-Kontrollklon geringer, bei drei von vier untersuch-
ten Klonen war dies statistisch signifikant. Die Zunahme der Zellgröße wird als 
ein Zeichen für Seneszenz beschrieben (ref. in (111)). Die vorliegende Be-
obachtung, dass SOX2-exprimierende Zellen kleiner sind als nicht-SOX2-
exprimierende untermauert in diesem Zusammenhang also die Hypothese, 
SOX2 sei Stammzell-spezifisch. Die Tatsache, dass dieser Effekt nicht in allen 
untersuchten Klonen und Zelllinien beobachtet werden konnte, macht die Kom-
plexität der untersuchten Stoffwechselprozesse deutlich. 
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4.2. Einfluss von SOX2 auf Proliferationseigenschaften 
In der vorliegenden Arbeit wurde in den untersuchten Zelllinien ein stimulieren-
der Effekt des SOX2 auf die Proliferation in vitro beobachtet. So führte der 
SOX2-Knockdown in der U373MG-Zelllinie zu einer geringeren, die Überex-
pression in der U87MG-Zelllinie dagegen zu einer höheren relativen Proliferati-
onsrate.  
Dem SOX2 wird eine regulierende Rolle bei der Zelldifferenzierung in Form ei-
ner Hemmung der Neurogenese neuraler Vorläufer-Zellen, sowie einer Beibe-
haltung Stammzell-ähnlicher Eigenschaften glialer Progenitor-Zellen und diffe-
renzierter Astrozyten (im Neokortex der Maus) zugeschrieben (5). In diesem 
Zusammenhang wird seit einigen Jahren eine wesentliche Bedeutung dersel-
ben SOX2-kontrollierten Regulationsmechanismen des Zell-Zyklus für die Tu-
morgenese des malignen Glioms diskutiert. 
Einen Beleg dieser Tumor-Stammzell-Theorie in der Tumorgenese von Gliomen 
lieferten Gangemi et al.. Sie generierten einen shRNA-induzierten SOX2-
Knockdown in primären Kulturen von Gliomzellen, die anschließend unter 
Stammzell-Bedingungen kultiviert wurden. Dabei zeigte sich der komplette Aus-
tritt der SOX2-Knockdown-Zellen aus dem Zell-Zyklus in Form einer stetigen 
Reduktion der Zellzahl bis zu ihrem völligen Verschwinden innerhalb von fünf 
Wochen. Aufgrund dieser Ergebnisse schlussfolgerten Gangemi et al., dass 
eine regelrechte Expression und Funktion von SOX2 respektive dessen 
Downstream-Targets für die Proliferation von Tumor-Stammzellen von Gliomen 
von herausragender Bedeutung sei (28). 
Die Beobachtungen in der vorliegenden Arbeit stützen die Ergebnisse der For-
schungsgruppe um Gangemi et al.. Da hier jedoch nicht mit primären Gliom-
Zellkulturen, sondern mit etablierten, über viele Jahrzehnte kultivierten Zelllinien 
gearbeitet wurde, müssen weitere Aspekte bedacht werden. 
Man geht gemeinhin davon aus, dass Stammzell-Eigenschaften durch die in der 
Arbeit mit Zellkulturen übliche Kultivierung (in der Regel mit Serum) verloren  
gehen – dies würde demnach auch für die verwendeten Zelllinien zutreffen. 
Geht man aber davon aus, dass SOX2 ein Stammzell-spezifisches Markerpro-
tein ist, steht zu diesen Überlegungen in Widerspruch, dass sich sowohl in den 
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U373MG-Zellen als auch in mehreren anderen im Institut für Neuropathologie 
der Universität Münster untersuchten etablierten Gliomzelllinien trotz dieser Be-
dingungen hohe SOX2-Expressionlevel fanden. Während die U87MG-Zelllinie 
dagegen nach jahrzehntelanger Kultivierung keine SOX2-Expression aufweist, 
führt eine Überexpression des Transkriptionsfaktors auch hier zu einer Zunah-
me der Proliferationsrate. 
Diese Sachverhalte stehen offensichtlich in Konflikt mit der weit verbreiteten 
Hypothese, die Expression von SOX2 sei Stammzell-spezifisch und damit als 
Marker eben dieser Zellen geeignet. Es muss erwogen werden, ob SOX2 mög-
licherweise nicht nur in der Tumor-Stammzell-Fraktion, sondern auch in solchen 
Tumorzellen ohne Stammzell-Eigenschaften das Proliferationsverhalten regu-
liert. Für diese Theorie spräche auch die Tatsache, dass in der Literatur zum 
Teil hohe prozentuale SOX2-Gehalte – bis 66% – in Gliomen beschrieben sind, 
während man von einem vergleichsweise geringen Anteil an Tumorstammzellen 
an der heterogenen Gesamtzellmasse eines Tumors ausgeht (89). Weiterhin 
böte das Modell eines Proliferation-regulierenden, aber nicht notwendigerweise 
Stammzell-spezifischen SOX2 so auch eine logische Erklärung für die in der 
Literatur beschriebene positive Korrelation zwischen SOX2-Expressionslevel 
und Malignität des Tumors (57). 
Zusammenfassend lässt sich also festhalten, dass SOX2 an Proliferations-
regulierenden Vorgängen sowohl in etablierten Gliom-Zelllinien als auch in pri-
mären Gliom-Zellkulturen maßgeblich beteiligt ist. Konkret hat SOX2 in diesem 
Zusammenhang eine stimulierende Wirkung auf die Proliferation. Ob SOX2 da-
bei als Stammzell-spezifisch und damit als Marker für diese Zellfraktion gelten 
kann, erscheint nach den vorliegenden Ergebnissen zweifelhaft. 
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4.3. Einfluss von SOX2 auf Koloniebildungseigenschaften 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein SOX2-Knockdown 
in der etablierten U373MG-Gliomzelllinie zu einer verminderten Koloniebildung 
in vitro führt.  
Um zur Koloniebildung imstande zu sein, muss eine Zelle in der Lage sein, los-
gelöst von ihrem Zellverband nicht nur zu überleben, sondern zudem zu prolife-
rieren und schließlich einen neuen Zellverband zu generieren. Dieses Potenzial 
zur Selbsterneuerung ist wesentlich und charakteristisch für Stammzellen. Ob-
wohl berücksichtigt werden muss, dass über Jahrzehnte kultivierte etablierte 
Zelllinien – mit denen hier gearbeitet wurde – diese Fähigkeit unabhängig von 
einem Stammzell-Status erworben haben könnten, kann ein solcher Prozess 
dennoch als Indiz einer vorhandenen Tumorigenität gewertet werden. Wenn 
demnach also die Tumorigenität einer Zelle mit steigendem SOX2-Gehalt zu-
nimmt, wäre dies eine weitere Erklärung für die positive Korrelation zwischen 
SOX2-Expressionslevel und Malignitätsgrad (57). 
Jing et al. lieferten ähnliche Ergebnisse in ihrer Studie mit primären Zellkulturen 
von Zervix-Tumoren: eine SOX2-Überexpression mittels Einbringen rekombi-
nanter DNA in die Zellen führte dort ebenfalls zu einer gesteigerten Koloniebil-
dung (37). 
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4.4. Downstream-Target von SOX2: NOTCH1 
Um festzustellen, ob der SOX2-Knockdown auf zelluläre Signaltransduktionen 
tatsächlich Effekte hat, wurden die Expressionslevel von NOTCH1 sowohl in 
U373MG- als auch in U87MG-Zellen bestimmt. NOTCH1 bot sich hier beson-
ders an, da es in der Literatur bereits als SOX2-Downstream-Target beschrie-
ben worden war (5). 
Es konnte gezeigt werden, dass eine Veränderung des SOX2-
Expressionslevels funktionelle Auswirkungen in den betroffenen Zellen hat. In 
den U373MG-Zellen führte der SOX2-Knockdown zu einer Herunter-Regulation 
der NOTCH1-Expression. Die SOX2-Überexpression in den U87MG-Zellklonen 
hatte denselben Effekt zur Folge. 
Dem NOTCH1 wird eine wesentliche Rolle bei der Zelldifferenzierung zuge-
schrieben, darunter auch derjenigen der Zellen des Nervensystems – in Form 
einer Inhibierung der Neurogenese (6,35). In neuralen adulten Stammzellen,  in 
Glioblastom-Zelllinien sowie in primären Zellkulturen humaner Gliome konnte 
eine NOTCH1-Überexpression nachgewiesen werden. Ein experimenteller 
NOTCH1-Knockdown führte in diesen Zelllinien zur Verringerung der Prolifera-
tionsrate und zur Apoptose (75,79). Bani-Yaghoub et al. postulierten in ihrer 
Studie, dass SOX2 über eine Regulierung der NOTCH1-Expression verantwort-
lich für die Aufrechterhaltung der proliferativen Fähigkeiten sowie der Multipo-
tenz einer Zelle im sich entwickelnden Neokortex ist (5). 
Die Ergebnisse dieser Forschungsgruppen stehen in Einklang mit den Be-
obachtungen, die in vorliegender Arbeit an U373MG-Zellen gemacht wurden 
und sprechen dafür, dass SOX2 als die NOTCH1-Expression regulierendes 
Element in zellulären Signalwegen wirkt. Es wäre zu erwarten gewesen, dass 
sich im Falle der SOX2-Überexpression ein spiegelbildlicher Effekt – nämlich in 
dem Falle eine NOTCH1-Heraufregulierung – eingestellt hätte. Dass dem of-
fenbar nicht so ist, sondern auch in dieser Konstellation eine NOTCH1-
Herunterregulierung beobachtet wurde, widerlegt allerdings nicht obligatorisch 
die oben erläuterten Hypothesen. So sind solch komplexe und sensible Vor-
gänge wie die Zellproliferation über das Zusammenspiel verschiedener Trans-
kriptionsfaktoren reguliert und kontrolliert. Auch für SOX2 sind verschiedenste 
SOX2 in Glioblastomen │76 
 
Funktionen, unter anderem auch in Abhängigkeit von verschiedenen Bindungs-
partnern, beschrieben (45,113). Natürlich werden durch einen Eingriff in den 
Zellstoffwechsel wie die hier induzierte SOX2-Überexpression in den U87MG-
Zellen verschiedene Target-Gene beeinflusst. Das NOTCH1 ist darunter ledig-
lich ein Einziges, welches in der vorliegenden Arbeit zudem isoliert, nicht im 
Zusammenhang innerhalb eines gemeinsamen Signalweges, betrachtet wurde. 
Dieses eingeschränkte Blickfeld sollte man bei der Interpretation solcher Er-
gebnisse stets berücksichtigen. Theoretisch könnte die Verminderung der 
NOTCH1-Expressionsrate durch das Zusammenspiel weiterer, nicht untersuch-
ter und somit unbemerkter, Faktoren in den U87MG-Zellen zustande gekom-
men sein. 
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4.5. Einfluss von SOX2 auf den Differenzierungsmarker GFAP 
Die hier durchgeführten Versuche zum GFAP-Expressionslevel in Abhängigkeit 
vom SOX2-Status zeigten eine Reduzierung des GFAP in SOX2-depletierten 
U373MG-Zellen sowohl auf mRNA- als auch auf Protein-Ebene, sodass die 
beiden Proteine über Regulationsmechanismen funktionell miteinander ver-
knüpft zu sein scheinen. In der U87MG-Zelllinie, in der sich im Kontrollklon wie 
auch in auswärtigen Studien (80) beschrieben nur eine geringe GFAP-
Expression zeigte, hatte die SOX2-Überexpression wiederum keine messbaren 
Effekte. 
Das GFAP ist ein Intermediärfilament, welches vornehmlich in Zellen glialen 
Ursprungs exprimiert wird und dort der Stabilisierung des Zytoskeletts dient. In 
neuropathologischen Untersuchungen wird dieses zytoplasmatische Protein 
üblicherweise als spezifischer Marker für Astrozyten – sowohl unter physiolo-
gischen als auch pathologischen (reaktive, z.B. nach Hypoxien, oder neoplasti-
sche Astrozyten) Bedingungen – verwendet. GFAP gilt überdies als Markerpro-
tein für adulte neurale Stammzellen der subventrikulären Zone (zwischen Sei-
tenventrikel und Striatum) (19). SOX2 seinerseits wird verantwortlich gemacht 
für die Beibehaltung eines Stammzell-ähnlichen Status. 
Verschiedene Arbeitsgruppen konnten in Studien an neuralen Stamm- bzw. 
Progenitorzellen eine Koexpression der beiden Proteine beschreiben 
(47,54,94). Auch in verschiedenen zentralnervösen Tumoren fand man eine 
häufige Koexpression von SOX2 und GFAP, vornehmlich bei Neoplasien glialen 
Ursprungs (74), wobei in diversen Studien in den vergangenen Jahren festge-
stellt wurde, dass die GFAP-Expression mit steigendem Malignitätsgrad von 
Astrozytomen abnimmt (21,72,80,83). Restrepo et al. stellten bei ihren Untersu-
chungen des GFAP-Status in fünf von sechs etablierten Gliom-Zelllinien (darun-
ter U87MG mit niedrigem Expressionslevel; U373MG wurde nicht untersucht) 
sowie in primären Kulturen von Glioblastomen wiederum sehr niedrige Expres-
sionslevel fest (80). Auch in weiteren Tumorentitäten wurde eine erhöhte 
GFAP-Expression nachgewiesen, beispielsweise in Oligodendrogliomen, Epen-
dymomen, Primitiven Ektodermalen Tumoren und Plexus-Papillomen 
(14,59,63,64,83). Darüber hinaus konnten Mutationen im GFAP-Gen bei der 
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seltenen Erkrankung Morbus Alexander nachgewiesen werden (12); außerdem 
wird eine Beteiligung der GFAP-Mutation an der Entstehung  Gliom-ähnlicher 
Tumoren bei diesen Patienten diskutiert (61,104). 
Das GFAP spielt demnach eine weiter zu ergründende Rolle in der Tumorbiolo-
gie verschiedener Tumorentitäten des ZNS; überdies scheint es nach den vor-
liegenden Ergebnissen mit der Funktion des SOX2 in der U373MG-
Gliomzelllinie in vitro verknüpft zu sein. Dass die SOX2-Überexpression in 
U87MG-Zellen dagegen keine Auswirkungen auf den GFAP-Status hatte, muss 
wie bei den Untersuchungen zur NOTCH1-Expression in U87MG-Zellen daran 
denken lassen, dass hier lediglich ein kleiner Ausschnitt zellulärer Signalwege 
betrachtet werden konnte (s. auch unter 4.4.). 
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4.6. SOX2-Status in der C6TL-Zelllinie 
Um die Funktion des SOX2 weitergehend erforschen zu können, werden künftig 
tierexperimentell gewonnene Daten von Interesse werden. Für die Hirntumor-
forschung hat sich diesbezüglich die Ratten-Gliomzelllinie C6 im Rahmen von 
Xenotransplantaten in das Gehirn von Nacktmäusen als geeignet erwiesen, da 
ihr Invasionsverhalten dem humaner Gliome ähnelt. Insbesondere böte sich in 
dieser Konstellation die C6TL-Zelllinie an. Diese ist ausgehend von der C6-
Zelllinie genetisch modifiziert, sodass über ein Tetrazyklin/tTA-System die 
Transkription eines bestimmten zu untersuchenden Gens – in diesem Fall 
SOX2 – auch nach der Transplantation kontrolliert werden kann (71,90). 
Vordringlich für eine sinnvolle Versuchsplanung ist zunächst das Wissen um 
den SOX2-Expressionsstatus in dieser Zelllinie. Die hier gewonnenen Daten 
belegen eine vorhandene SOX2-Expression der C6TL-Zelllinie auf mRNA- und 
Protein-Ebene. Zur endgültigen Verifizierung, dass es sich bei dem in der kon-
ventionellen RT-PCR amplifizierten Fragment tatsächlich um SOX2-DNA han-
delt, wäre eine Sequenzierung des PCR-Produkts im weiteren Verlauf gut ge-
eignet. 
Sollte sich das Ergebnis auch hier bestätigen, wäre es daher im Hinblick auf 
zukünftige tierexperimentelle Modelle zur weiteren Untersuchung der Effekte 
des SOX2 auf das Invasionsverhalten von Gliomen sinnvoll, einen SOX2-
Knockdown in C6TL-Zellen zu generieren. Mit Hilfe dieser aus in vivo-
Versuchen gewonnenen Erkenntnissen könnte die Bedeutung des SOX2 in 
Gliomen noch genauer erforscht werden. 
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4.7. Ausblick 
Es lässt sich bei der Betrachtung der gewonnenen Erkenntnisse folglich festhal-
ten, dass SOX2 in den humanen Glioblastom-Zelllinien U373MG und U87MG 
funktionelle Effekte hat. Diese äußern sich in einer Stimulation sowohl der Proli-
feration als auch der Koloniebildung in vitro bei steigendem SOX2-
Expressionslevel. In zukünftigen in vitro-Studien könnte es von Interesse sein, 
die zellulären Mechanismen, die Interaktionen des SOX2 mit diversen Bin-
dungspartnern und deren Bedeutung für den Zellstoffwechsel zu erforschen. 
Im weiteren Verlauf müssten auch Daten aus in vivo-Versuchen gewonnen 
werden. Als geeignet für tierexperimentelle Studien an Nacktmäusen hat sich 
die Rattengliomzelllinie C6TL erwiesen, deren SOX2-Status bisher nicht unter-
sucht worden war. In vorliegender Arbeit konnte hier eine SOX2-Expression 
nachgewiesen werden, so dass sich für künftige in vivo-Studien ein SOX2-
Knockdown in diesen Zellen anbietet. 
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7. Anhang 
Vektorkarten 
 
_______________________________________________________________ 
Abbildung 8.1: pGeneClip Neomycin Vector 
Vektorkarte des zum SOX2-Knockdown in U373MG-Zellen verwendeten Vek-
tors 
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_______________________________________________________________ 
Abbildung 8.2: pcDNA 3.1/myc-His 
Vektorkarte des zur SOX2-Überexpression in U87MG-Zellen verwendeten Vek-
tors 
 
